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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Zytokine

Im Jahre 1957 entdeckten der britische Virologe Alick Isaac und sein Schweizer
Kollege Jean Lindenmann am ,National Institute for Medical Research® in Mill Hill
London das Interferon in Embryozellen von Hihnern. Diese Entdeckung stellte
einen Meilenstein der medizinischen Forschung dar. Mit Interferon wurde das erste
der sogenannten Zytokine beschrieben. Seit diesem Zeitpunkt wurden die Zytokine
weltweit immer mehr erforscht. Mittlerweile sind Gber 100 verschiedene bekannt
und werden zur Diagnose und Therapie von Erkrankungen, wie z.B. multipler
Sklerose, Tumoren, Leuka&mien, Hepatitis oder Lymphomen, vielfaltig

eingesetzt [71].

Zytokine sind zellregulatorische Proteine mit einem Molekulargewicht unter
60°000 kDA (meist unter 25°000 kDA), die von Immunzellen, aber auch von nicht
immunologischen Zellen (z.B. Endothelzellen) gebildet und freigesetzt werden. Sie
werden lokal produziert, haben sehr kurze Halbwertszeiten (Sekunden bis
Minuten) und sind in pikomolaren Konzentrationen wirksam. Zytokine konnen
systemisch oder parakrin (in der Nahe des Produktionsortes) wirken, die
produzierende Zelle kann aber auch gleichzeitig als Zielzelle reagieren (autokrin)
[54/61/82].

Zytokine mussen nicht in die Zelle eindringen, um eine Wirkung zu erzielen. Sie
werden auf bestimmte &uf3ere Signale hin von der Zelle ausgeschiittet und binden
an einen Rezeptor der Zielzelle. Durch diese Bindung werden bestimmte
biologische Reaktionen innerhalb der Zelle ausgelost und weitergeleitet [114]
(vgl. Abb. 1):
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Rezeptor

Zytokinproduzierende
Zellen

Abb. 1: Zytokine werden von Zellen gebildet (meist Immunzellen) und vermitteln ihre Wirkung durch
Bindung an Oberflachenrezeptoren: diese kdnnen sich sowohl auf der zytokinproduzierenden Zelle
als auch auf anderen (Immun-)Zellen befinden

Die Zytokinrezeptoren werden in Abhangigkeit von ihrer Struktur und dem
Mechanismus der Signalweiterleitung allgemein in drei Gruppen eingeteilt: in
Rezeptor-Tyrosinkinasen, Rezeptoren mit assoziierten Tyrosinkinasen und
heptahelikale Rezeptoren (Serpentinrezeptoren) [70].

Die Verteilung und Dichte der Rezeptoren in den verschiedenen Geweben
unterliegen dabei ebenso Regulationsmechanismen wie die Zytokinproduktion
selbst. Manche Zytokine, wie z.B. IL-2, induzieren die Expression des eigenen
Rezeptors. Andere Zytokinrezeptoren werden durch Antigen-Stimulation
exprimiert, z.B. Zytokinrezeptoren auf B- und T-Zellen. Es existieren sowohl
membrangebundene Rezeptoren als auch l6sliche Rezeptoren (z.B. fir IL-2, IL-6,
TNF-a). Losliche Rezeptoren entstehen entweder durch Abspaltung der

membranstandigen Rezeptoren oder durch eigene Syntheseprozesse [117].

Zytokine sind dafur verantwortlich, die Proliferation und Differenzierung von
Zielzellen einzuleiten bzw. zu regulieren. Sie werden dementsprechend als

Wachstumsfaktoren bezeichnet. Viele Zytokine spielen auf3erdem eine wichtige
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Rolle fir immunologische Reaktionen und werden dann allgemein als Mediatoren
bezeichnet [115].

Zytokine haben meistens pleiotrope Wirkung, d.h. sie entfalten mehrere gleiche
oder unterschiedliche Wirkungen auf eine oder mehrere Zellarten. Tabelle 1 zeigt
einige ausgewahlte Zytokine und ihre Wirkung [47/61/82]:

Tabelle 1: Zytokine und ihre Wirkungen

Zytokin Produzierende Zellen Wirkungen
IL-1 Monozyten/Makrophagen, u.a.  Fieber, T-Zell-Aktivierung, Makrophagenaktivierung
IL-2 T-Zellen Wachstum von T-Zellen
IL-6 Monozyten/Makrophagen, Wachstum und Differenzierung von T- und B-Zellen,
T-Zellen, Endothelzellen Produktion von Proteinen der akuten Phase, Fieber
IFN-y T-Zellen, NK-Zellen Aktivierung von Makrophagen, erhdhte Menge von
MHC-Molekiilen, tétet Ty2-Zellen
TNF-a Monozyten/Makrophagen, Lokale Entziindung, Endothelaktivierung
T-Zellen, NK-Zellen

1.2 Interleukin 8

Ein weiteres Mitglied der Zytokinfamilie ist Interleukin-8 (IL-8). Es wurde 1987 als
neues Zytokin entdeckt und stellt ein nicht glykosiliertes Protein mit einem
Molekulargewicht von 8,38 kDA dar [3]. Es enthalt vier Cysteine, die zwei Disulfid-
Bricken bilden (vgl. Abb. 2). IL-8 besteht aus einer Sequenz von
72 Aminoséauren, jedoch existieren auch andere Formen mit 69, 77 und
79 Aminosauren [17/48/57/79].
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Abb. 2: Struktur von IL-8

Als ein relativ stabiles Protein ist es resistent gegen die meisten Verfahren, die
Proteine denaturieren und inaktivieren, wie zum Beispiel Hitze, hoher bzw.
niedriger pH-Wert oder organische Losungsmittel [21/89/102]. Bestehen die
Disulfid-Bricken nicht mehr, wird es sehr schnell inaktiviert [3]. Wie bei den
meisten Zytokinen ist seine Plasma-Halbwertszeit kurz und umfasst weniger als
vier Stunden. Dabei wird von einer biologischen Halbwertszeit von ungeféhr einer

Stunde ausgegangen [92/93].

IL-8 kann von einer Vielzahl von Zellen produziert werden, wie beispielsweise von
Makrophagen, Fibroblasten oder Keratinozyten [2/52/99]. Seine Sezernierung
erfolgt hauptséachlich durch Monozyten und Endothelzellen und in einer geringeren
Menge durch T-Lymphozyten [45]. Diese Zellen werden durch ein breites
Spektrum an Stimuli (z.B. IL-1a, IL-1B, TNF-a, LPS, Harnstoffkristalle,
Immunkomplexe, Bakterien) dazu angeregt, das Interleukin zu synthetisieren

[23/24/39/46]. Bei genugend starker Stimulation sind auch andere Zellen féhig,
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IL-8 zu sezernieren [108]. Experimente zeigten, dass bei gesunden Erwachsenen
bereits ein bis zwei Stunden nach LPS-Injektionen die Serumspiegel von IL-8
anstiegen [75/104].

Gehemmt wird die IL-8-Produktion beispielsweise durch Dexamethason, IFN-a,
IL-4, IL-10 oder 1,25-Dihydroxycholecalciferol. Die Hemmstoffe haben dabei auf
die verschiedenen Zellen eine unterschiedlich starke Wirkung [4/74].

Sezerniertes IL-8 wird an zwei verschiedene IL-8-Rezeptoren, IL-8RA und IL-8RB,
gebunden [4/53/101]. Interessanterweise bindet IL-8RA nur IL-8 hochaffin,
wahrend IL-8RB sowohl gegenuber IL-8 als auch anderen Zytokinen eine hohe
Affinitat aufweist. Dadurch wird IL-8RA als IL-8 spezifischer Rezeptor gesehen,
IL-8RB dagegen als Rezeptor, der auf verschiedene Zytokine reagiert
[6/19/28/69/105]. Beide Rezeptoren sind reichlich auf der Zelloberflache von
neutrophilen Granulozyten vorhanden, den primaren Zielzellen von IL-8.
Monozyten oder Lymphozyten dagegen besitzen nur eine kleine Anzahl von
IL-8-Rezeptoren, wahrend auf Gewebszellen, wie Fibroblasten oder

Epithelialzellen, keine IL-8-Rezeptoren gefunden wurden [60/73].

Neben der Rekrutierung von Lymphozyten, der Regulation der IgE-Synthese, dem
Wachstum von epidermalen Zellen oder der Angiogenese ist die wichtigste
biologische Aufgabe von IL-8 die Mobilisierung, Aktivierung und Degranulierung
von neutrophilen Granulozyten [18/20/106]. Deshalb wurde IL-8 anfangs auch als
Neutrophile aktivierender Faktor (NAF), Neutrophile aktivierendes Protein-1
(NAP-1) oder Monozyten-produzierter neutrophiler chemotaktischer Faktor
(MDNCF) bezeichnet [2/31/46].

Klinische Einsatzmoglichkeiten von IL-8 sind beispielsweise das postoperative
Monitoring [110] oder die Uberwachung nach Organtransplantationen [90].
Weiterhin hat sich IL-8 als diagnostischer Parameter bei der Erkennung der

neonatalen bakteriellen Infektion bewahrt.
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1.3 Duffy-Antigen-Rezeptor

Es hat sich gezeigt, dass neben den beiden spezifischen IL-8-Rezeptoren auf
neutrophilen Granulozyten noch ein weiterer unspezifischer Rezeptor auf
Erythrozyten existiert, der ebenfalls IL-8 binden kann (vgl. Abb. 3). Dieser ist mit
dem Duffy-Blutgruppen-Antigen identisch und wurde deshalb als ,Duffy Antigen
Receptor for Chemokines® (DARC) bezeichnet [5/55/79]. IL-8 wird von DARC mit
niedrigerer Affinitdt gebunden als von neutrophilen Granulozyten. Im Gegensatz
dazu wird nach IL-8-Bindung an diesen Rezeptor keine signaltransduzierende
Wirkung ausgelost [25/78/88].

Bakterien . Monoz
(Endotoxin) s s @ ¥

NF
1

T
IL-
Chemokinrezeptoren Bakterien
Erythrozvt DARC 1 —— Granulozyt
~

Elastase

Abb. 3: Sezernierung und Bindung von IL-8 an DARC Chemokinrezeptoren auf Erythrozyten

DARC-gebundenes IL-8 zeigt keine biologische Aktivitat an neutrophilen
Granulozyten. Da neben IL-8 noch andere Zytokine oder Pathogene an diesen
Rezeptor binden konnen, kann IL-8 rezirkulieren und somit seine biologische
Aktivitat wiedergewinnen [50/67/78]. Experimente zeigten, dass aber vor allem IL-8

aulRergewohnlich schnell und effizient an diesen Rezeptor gebunden wird [22]. Die
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Bindung ist lang anhaltend und wahrscheinlich auf die Uberlebenszeit der
Erythrozyten beschrankt [14/55].

Erythrozyten tragen auf ihrer Oberflache ca. 2°000 Rezeptoren, die IL-8 binden
und dadurch die Konzentration von IL-8 im Blut verandern kdénnen. Zwar kdnnen
auch andere Proteine, wie z.B. Insulin oder Insulin-Like-Growth-Factor, gebunden
werden, jedoch wurde dadurch bei keinem anderen eine Veranderung der

Blutkonzentration beobachtet [22].

Im Gegensatz zu Erythrozyten besitzen neutrophile Granulozyten deutlich mehr
IL-8-Rezeptoren, ca. 30°000 pro Zelle [9/95]. Dennoch ist der grofldte Teil von IL-8
an Erythrozyten gebunden, da diese in einer vielfach héheren Zahl (1°'000fach

hoher) im peripheren Blut vorhanden sind (vgl. Tab. 2).

Tabelle 2: Anteile der einzelnen Zellfraktionen am Gesamtblutvolumen

Blutplasma: 55 Vol.-%
Blut

Blutzellen: 45 Vol.-%: Erythrozyten ca. 44 Vol.-%

Leukozyten ca. 0,5 Vol.-%

Thrombozyten ca. 0,4 Vol.-%

Ein hoher Prozentsatz (96-97%) des Gesamtgehalts an IL-8 im Blut ist
zellgebunden, 85% davon an Erythrozyten [29/94]. Dadurch gelten Erythrozyten
als eine Art ,Pool“ fur IL-8 [22/84/97].

1.4 Zielsetzung der Arbeit

Die neonatale bakterielle Infektion ist trotz wirksamer Antibiotikatherapie immer

noch mit einer hohen Morbiditat und Mortalitat verbunden [8/66/81/109]. Aufgrund
dieser Tatsache ist eine frihe Diagnosestellung wichtig, um eine Infektion
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frihzeitig zu erkennen und durch gezielte antibiotische Therapie mogliche
Spatfolgen, wie z.B. Entwicklungsstérungen, mentale Retardierungen oder Hor-
und Sehverlust, zu verhindern [7/62]. Aufgrund der oft unspezifischen Symptome
und moglichen Differentialdiagnosen ist diese jedoch nicht immer einfach
[58/68/96/98]. Bei naherer Betrachtung zeigen auch etablierte biochemische und
hamatologische Parameter eine diagnostische Licke [15/40/44/65/77]. IL-8 hat
sich hier als zuverlassiger Infektionsparameter erwiesen. Es verfligt Uber eine gute
Sensivitdt und Spezifitdt sowie einen hohen pradiktiven Wert insbesondere
innerhalb der ersten Lebensstunden. Im Gegensatz zum CRP ist es schon bei
Einsetzen der ersten klinischen Zeichen erhoht [76/113]. IL-8 stellt mittlerweile ein
anerkanntes und schnell verfigbares Diagnostikum bei der Erkennung einer
neonatalen bakteriellen Infektion dar [34/37] und ist bereits in vielen
Perinatalzentren als diagnostischer Parameter zur frihzeitigen Erkennung einer
EOBI etabliert [64].

Ziel der Studie war es, den Einfluss von pré-, peri- und postnatalen Faktoren,
hierbei insbesondere des Erythrozytenstatus, auf IL-8-Konzentrationen in Plasma
und lysiertem Vollblut zu bestimmen, um eine bessere Interpretation der Werte zu
ermdglichen bzw. mdgliche EinflussgréRen zu bestimmen.

Die untersuchten Einflussfaktoren waren  Geschlecht, Geburtsmodus,
Geburtsgewicht, Gestationsalter und Erythrozytenstatus. Der Erythrozytenstatus
wurde anhand des Hamatokritwertes untersucht. Der Hamatokritwert entspricht
dem prozentualen Volumenanteil der Blutzellen an der Gesamtblutmenge. Da
Erythrozyten mit ca. 99 Volumenprozent den grof3ten Anteil der einzelnen
Zellfraktionen am Gesamtzellvolumen des Blutes darstellen, entspricht allein ihr
Volumenanteil praktisch dem Hamatokritwert [51]. Angenommen IL-8-
Konzentrationen wéren von den untersuchten Faktoren abh&ngig, misste bei

Interpretation der Werte hierauf geachtet werden.
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2 Patienten, Material und Methoden

2.1 Patientenkollektiv

Zur Uberprifung der oben genannten Fragestellung wurden die Datensétze von
174 Neugeborenen erfasst. Davon konnten 128 in die Studie eingeschlossen und
ausgewertet werden. 46 Patienten konnten aufgrund der Ausschlusskriterien
(vgl. Kap. 2.4) nicht in die Studie aufgenommen werden. Alle Patienten wurden im
Zeitraum zwischen Dezember 2000 und November 2001 in der Universitats-
Frauenklinik Tubingen geboren und im Kinderzimmer der Frauenklinik oder auf den
Neugeborenenstationen der Abteilung flir Neonatologie der Universitatsklinik fur
Kinder- und Jugendmedizin in Tubingen betreut. Das Studienprotokoll wurde von
der Ethikkommision der Universitdit Tubingen genehmigt. Eine elterliche

Einverstandniserklarung lag vor.

2.2 Beschreibung der Erhebungsbdgen

Das Datenmaterial, welches die Grundlage der Studie bildet, wurde mittels zweier
standardisierter Erhebungsbégen zum Zeitpunkt des stationaren Aufenthaltes der

Neugeborenen erfasst.

Der erste Erhebungsbogen beinhaltete Patientendaten sowie Informationen zum

Schwangerschaftsverlauf und zur Mutter:

e Geschlecht
e Tag und Zeitpunkt der Geburt
e Gestationsalter in Schwangerschaftswochen

e Geburtsgewicht
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e Geburtsmodus

e Risikofaktoren

e klinische Zeichen (vgl. Kap. 2.3)

e mikrobiologische Befunde (z.B. Abstriche, Blutkultur, Lumbalpunktion)

e Medikamente und Einnahmedauer (z.B. Antibiotikatherapie).

Mit dem zweiten Erhebungsbogen wurden die Laborparameter des Kindes erfasst:

e Abnahmezeitpunkt mit Datum und Uhrzeit

e |L-8-Konzentrationen in Plasma und lysiertem Vollblut
e Leukozytenzahl

e Differentialblutbild

e CRP

e klinische Parameter (Puls, Blutdruck, etc.).

2.3 Studiendurchfuhrung

Mit Hilfe der Erhebungsbdgen wurden die Daten von Neugeborenen prospektiv
erfasst, bei denen zum Ausschluss einer neonatalen bakteriellen Infektion die IL-8-
Konzentrationen in Plasma und lysiertem Vollblut innerhalb der ersten
72 Lebensstunden gemessen wurden. Kriterien zur IL-8-Bestimmung waren

klinischer Infektionsverdacht sowie Risikofaktoren in der mitterlichen Anamnese.

Bei der neonatalen bakteriellen Infektion handelte es sich ausschlie3lich um die
frih einsetzende Form (,early-onset bacterial infection®), die innerhalb der ersten
72 Lebensstunden auftritt und auf einer Infektion um den Zeitpunkt der Geburt
beruht [80]. Eine ,early-onset® Infektion (EOBI) lag nach unserer Definition im

Einklang zu anderen Studien [37/38] vor, wenn innerhalb der ersten drei
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Lebenstage neben dem Auftreten von mindestens einem klinischen Zeichen

mindestens einer der folgenden Laborparameter erhéht bzw. erniedrigt war:

e CRP-Erhdhung >1,0 mg/dl (< 24 Stunden nach klinischem Verdacht)

e | eukopenie (<5°000/mm3),

e L eukozytose (>30°000/mm?3 am ersten Lebenstag bzw. >20°000/mm3 am
zweiten Lebenstag),

e erhohter I/T-Quotient (>0,20),

e positive Blutkultur.

Als klinische Zeichen einer EOBI wurden im Einklang zu anderen Studien
[35/36/85] definiert:

- Fieber (=38,0°C rektal) oder Hypothermie (<36,5°C)

- Temperaturinstabilitat (=1,5°C)

- blasser/grauer/zyanotischer Hautkolorit

- graues Munddreieck

- Trinkschwéche

- Tachypnoe (>60/Minute) oder Dyspnoe (Nasenfligeln, Stéhnen,
Retraktionen der Rippen beim Atmen)

- steigender Sauerstoffverbrauch bei vorher stabilem Kind

- respiratorische Insuffizienz oder Apnoe

- schlechte Perfusion (verzogerter kapillarer Refill >2 Sekunden)

- arterielle Hypotension (mittlerer arterieller Blutdruck in mmHg < Gestations-
alter in Wochen am 1. Lebenstag)

- muskulare Hypotonie oder Hypertonie

- Hyperexzitabilitat

- Lethargie
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Als mitterliche Risikofaktoren fir eine EOBI wurden definiert:

- intrapartales Fieber (rektale Temperatur 238,0°C)

- maternale Leukozytose (>15°000 Granulozyten/mm?3) und/oder Erhohung
des miutterlichen CRP-Wertes (>1,0 mg/dl)

- Amnioninfektionssyndrom

- positiver vaginaler Abstrich auf B-Streptokokken

- fruhzeitiger Blasensprung (212 h)

- protrahierter Geburtsverlauf

- Geburt aus dick-grinem Fruchtwasser

- fetale Tachykardie (>160 Schlage/Minute)

Bei allen Kindern wurden neben grindlicher Beobachtung durch erfahrene
Neonatologen gemald den Vorgaben unseres Institutes in einem Intervall vom
Zeitpunkt der Geburt bis 72 Stunden post partum zum Ausschluss einer Infektion
maximal drei Blutkontrollen durchgefuhrt. Dabei wurden Leukozytenzahl,
Differenzialblutbild, CRP, 1/T-Quotient sowie IL-8-Konzentrationen in Plasma und
lysiertem Vollblut bestimmt. Stellte sich durch klinische und laborchemische
Kontrollen heraus, dass die Neugeborenen keine Infektion hatten, wurden sie im
Nachhinein als nicht erkrankt bezeichnet und in die Studie als ,nicht-infektios*
aufgenommen. Keines der Kinder musste innerhalb der néachsten vier Wochen
aufgrund einer Infektion (,late-onset® Form) erneut stationar aufgenommen
werden. Weiterhin wurden die IL-8-Konzentrationen bestimmt, wenn aus anderen
medizinischen Grinden (z.B. bei Hypoglykdmie) eine vendse Blutabnahme
notwendig war.

Alle Blutentnahmen erfolgten ausschlieBlich bei klinisch  notwendigen

Blutentnahmen. Es wurden keine zusatzlichen Blutentnahmen durchgefiihrt.
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2.4 Ausschlusskriterien

Das haufigste Ausschlusskriterium stellte die Diagnose einer EOBI dar. Es
handelte sich dabei, wie bereits oben erwahnt, ausschliel3lich um die frih
einsetzende Form einer neonatalen bakteriellen Infektion (EOBI), die innerhalb der
ersten 72 Lebensstunden auftritt. Insgesamt mussten 27 Neugeborene aufgrund
der Diagnose einer EOBI ausgeschlossen werden.

Ein weiteres Ausschlusskriterium stellte das Vorhandensein von angeborenen
Fehlbildungen (z.B. Malrotation, Gastroschisis, Osophagusatresie, etc.) dar. Ferner
wurden Patienten ausgeschlossen, deren Datenséatze unvollstandig waren, und
Patienten mit gleichzeitigem Vorhandensein von anderen Erkrankungen oder
Syndromen, die veranderte IL-8-Konzentrationen  bedingen  kdnnten
(z.B. chromosomale Anomalitaten oder Behandlung nach Operationen). Ein
Patient konnte aufgrund einer Hausgeburt nicht in die Studie aufgenommen
werden. Weiterhin wurden Neugeborene ausgeschlossen, die eine antibiotische
Therapie erhielten, auch wenn sich im Nachhinein herausstellte, dass keine
neonatale bakterielle Infektion vorlag. Dies geschah, um eine mdgliche
Beeinflussung der Ergebnisse durch eine antibiotische Behandlung zu vermeiden.
19 Neugeborene konnten aufgrund eines dieser Kriterien nicht in die Studie
aufgenommen werden.

Insgesamt mussten 46 Neugeborene aufgrund eines dieser Kriterien von der

Studie ausgeschlossen werden.
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2.5 Einschlusskriterien und Gruppenaufteilung

Kriterien fur die Aufnahme der Neugeborenen in die Studie waren demnach:

° Durch klinische und laborchemische Kontrollen wurde eine neonatale
bakterielle Infektion ausgeschlossen.

° Es war keine antibiotische Behandlung erfolgt.

° Es wurden die IL-8-Konzentrationen sowohl in Plasma als auch in lysiertem
Vollblut bestimmt.

° Die Blutabnahme fand zu definierten Zeitpunkten (bis sechs Stunden nach
Geburt und/oder 24 bis 30 Stunden nach Geburt) statt.

° Es lag kein anderes Ausschlusskriterium vor.

In die Studie aufgenommene Neugeborene wurden in zwei Gruppen eingeteilt.
Gruppe 1 beinhaltete die Neugeborenen, bei denen innerhalb der ersten sechs
Lebensstunden die IL-8-Konzentrationen bestimmt wurden. In Gruppe 2 wurden
Neugeborene eingeteilt, bei denen 24 bis 30 Stunden nach Geburt IL-8 in Plasma

und lysiertem Vollblut gemessen wurde.

2.6 Grundbedingungen der Interleukin-8 Bestimmung (Praanalytik)

Alle Blutproben wurden innerhalb der ersten zwei Stunden nach Abnahme im
Hauptlabor der Universitatsfrauenklinik Tdbingen bearbeitet und analysiert.
Voraussetzung war eine technisch einwandfreie Abnahme, die durch
Venenpunktion erfolgte. Ausgeschlossen wurden héamolytische Blutproben und
Blutproben, die nicht innerhalb von zwei Stunden bearbeitet wurden. Die
Messungen des IL-8 aus lysiertem Vollblut erfolgten aus Uberschissigen

Restbestanden des Differentialblutbildes. Es wurden keine Blutproben eingefroren.
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2.7 IMMULITE® Immunoassay

IL-8 wurde mittels eines vollautomatischen Festphasen-Chemilumineszenz-
Enzymimmunoassay-Verfahrens (IMMULITE®; DPC Biermann, Bad Nauheim,
Deutschland) bestimmt. Die Ergebnisse waren 50 Minuten nach Blutabnahme
verfiigbar. Die Eigenschaften des IMMULITE® Immunoassays sind in Tabelle 3

zusammengefasst [30]:

Tabelle 3: Eigenschaften des IMMULITE® IL-8 Immunoassays
Erforderliche Probenmenge 50 ul

Reichweite des Messbereichs bis 7°500 pg/ml
Analytische Sensivitat 2 pg/ml

Inter- und Intra-Assay-Abweichung <5% (bei 100 pg/ml)

Fur alle Assays erfolgte eine Eichung gegen den internationalen Standard
(IL-8: NIBSC 89/520), welcher vom ,National Institute for Biological Standards and
Controls“ (NIBSC), Potters Bar, UK, vorgehalten wird. Bei jedem Messvorgang
wurden Prazisionskontrollen mitgefiihrt (DPC Zytokine-Kontrollen, Art.-Nr. LILCM).
Der Interleukin-8-Assay ist hochspezifisch fur IL-8. Eine Kreuzreaktion mit anderen
im Serum vorhandenen Substanzen ist vernachlassigbar niedrig. Bilirubin hat
keinen signifikanten Einfluss auf die Messung.

In einer Studie des Herstellers wurden 50 Seren gesunder Blutspender gemessen
und ausgewertet. Hierbei zeigten sich Normalwerte fir gesunde Erwachsene bis
zu 62 pg/ml.

2.8 Bestimmung von Interleukin-8 in Plasma

Die Blutproben fur die Bestimmung von IL-8 in Plasma wurden in Lithium-Heparin-
Cups gesammelt und zehn Minuten bei 8°000 Umdrehungen/Minute zentrifugiert.

Nach Abpipettieren von 25 uyl Plasma wurde dieses mit 100 pl
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IL-8-Verdunnungspuffer (1:5) (L8PZ; DPC Biermann®) verdiinnt. AnschlieBend
wurde der Gehalt an IL-8 in Plasma mittels des IMMULITE® IL-8 Immunoassays
bestimmt. Bei diesem Verfahren werden mit murinen monoklonalen Antikdrpern
besetzte Polystyren-Kugeln als feste Phase verwendet. Enzymbehaftete
polyklonale Antiseren (von Hasen) dienen als Erkennungsantikorper.

Die Inkubationszeit fir die Proben betragt 30 Minuten. Die ungebundenen
Bestandteile werden mit Hilfe einer patentierten zentrifugalen Waschtechnik
entfernt.  AnschlieBend  wird mittels des  automatisch  zugefligten
Adamantyldioexetanphenylphosphat (ADPP?), einem sehr  sensitiven
Chemilumineszenzsubstrat, die Menge des gebundenen Enzymkonjugats
bestimmt. In der zehn Minuten dauernden Inkubationsphase wird nun durch
enzymkatalisierte Dephosphorylierung ein instabiles Adamantyldioxetanphenyl-
Anion (ADP") gebildet, dessen Zerfall zu einer Lichtemission fuhrt. Diese ist direkt
proportional zu der IL-8-Konzentration in der Probe.

Aufgrund der dauernden Bildung des instabilen Zwischenproduktes, und der somit
anhaltenden Aussendung von Licht, ist die Durchfiihrung von Mehrfachmessungen

maoglich. Dadurch wird eine Erh6hung der Messgenauigkeit erreicht.

2.9 Bestimmung von Interleukin-8 in lysiertem Vollblut (Lysat)

Fur die Bestimmung des Gesamtgehaltes an IL-8 im Vollblut wurden 50 ul Vollblut
aus EDTA-Cups verwendet. Diese wurden mit der gleichen Menge an MILENIA®
Zell-Lyse-Lésung (DPC Biermann®) fir fiinf Minuten bei Raumtemperatur in
verschlossenen Polypropylen-Cups inkubiert. Weiteres Zentrifugieren war nicht
notwendig. Nach der Zelllyse wurde im resultierenden Lysat der Gesamtgehalt an
IL-8 gemessen. Dieser Gesamtgehalt wurde, wie auch in Plasma, mittels des
IMMULITE® IL-8 Immunoassay bestimmt (vgl. Kap. 2.8).

Die MILENIA® Zell-Lyse-L6ésung, die aus einem herkdmmlichen Kulturmedium

besteht, ist mit einem geeigneten Detergens in einer solchen Konzentration
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versetzt, dass alle Zellen lysiert werden und die Bindung an Antikdrper wahrend
des Testes nicht beeintrachtigt wird [94].

2.10 Bestimmung des Hamatokrits

Die Messung des Hamatokrits erfolgte im Rahmen der Blutbildbestimmung mit
einem durchflusszytometrisch automatisierten Mehrkanalgerat der Firma Sysmex
Deutschland GmbH (Sysmex XE-2100, Norderstedt, Deutschland).

2.11 Statistische Auswertung

Die erhobenen Daten wurden skaliert in die Datenbank eines Computers
eingegeben, wobei sichergestellt war, dass die Namen der Patienten nicht

Ubernommen wurden. Auf diese Weise blieb der Datenschutz gewahrt.

Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe der Kovarianzanalyse durch das
Programm JMP. Das Signifikanzniveau (a-Niveau) wurde auf a = 5% bzw. a = 0,05
festgesetzt. Ein Ergebnis wurde als signifikant gewertet, wenn die durch den
diesbeziiglichen Test ermittelte Irrtumswahrscheinlichkeit p kleiner als oder gleich

dem Signifikanzniveau a (p < a) war.

Bei der Auswertung der Daten waren fur einige Neugeborene mehrere
Messergebnisse vorhanden. Um eine zu grof3e Beeinflussung dieser Kinder auf
das Gesamtergebnis zu verhindern, erhielt deshalb jede Messung eine
Gewichtung. Die Summe der Gewichtungen eines Kindes ergab jeweils 1.

Zur Ubersicht tber die Verteilung der Messergebnisse wurden Box-Whisker-Plots

erstellt. Dabei wird die Darstellung der Mediane anstelle der Mittelwerte bevorzugt,
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da die Mittelwerte durch so genannte Ausreil3er (durch falsch-hohe bzw. falsch-
niedrige Werte) deutlich verzerrt werden kdnnen.

Die Grenzen, festgelegt durch die Box, entsprechen der 25. und 75. Perzentile.
Dadurch wird der Bereich markiert, in dem sich 50% aller Messwerte befinden.
25% aller Werte liegen zwischen dem Median und der oberen oder unteren Grenze
der Box. Die oberen und unteren Begrenzungsstriche stellen die ,Whiskers®
(=Katzenhaare) dar. Sie zeigen das Maximum bzw. Minimum und damit den
Bereich, in welchem die gemessenen Werte liegen. Zwischen oberem bzw.
unterem ,Whisker® und der oberen bzw. unteren Grenze der Box befinden sich
ebenfalls 25% der Werte. Ausrei3er aulerhalb der ,Whiskers“ wurden als Punkte

dargestellt.

Die Darstellung der Daten in Form von Diagrammen und Schaubildern erfolgte mit
dem Programm SPSS (Statistical Package for Social Sciences) fur Windows,
Version 10.0 (SPSS Inc. Chicago, IL, USA, 1989 - 1999).
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3 Ergebnisse

3.1 Merkmale der Patienten

Unter Berlcksichtigung der Ausschlusskriterien konnten 128 Neugeborene in die
Studie aufgenommen und 146 Messwerte ausgewertet werden. 46 Kinder mussten
aufgrund einer EOBI (n=27) oder anderer Kriterien, die die IL-8-Konzentrationen
beeinflussen konnten (n=19), von der Studie ausgeschlossen werden
(val. Kap. 2.4).

Die Verteilung der Neugeborenen in die beiden Gruppen erfolgte nach den in

Kapitel 2.5 dargelegten Kriterien ohne Bertcksichtigung der IL-8-Konzentrationen:

Gruppe 1: Die Gruppe der Neugeborenen, bei denen bis sechs Stunden nach
Geburt die IL-8-Konzentrationen in Plasma und lysiertem Vollblut
gemessen wurden, umfasste 95 Patienten.

Gruppe 2: Die Gruppe der Neugeborenen, bei denen im Zeitraum zwischen
24 und 30 Stunden nach Geburt die IL-8-Konzentrationen in Plasma

und Lysat bestimmt wurden, umfasste 51 Patienten.

Tabelle 4: Patientendaten

Gru(pr)];))e 1 (%) Gru(png)e 2 (%)
Anzahl 95 51
mannlich 41 43,2 27 52,9
weiblich 54 56,8 24 47,1
Gestationsalter (SSW) 39+3 39+3
Median (d) 276 276
(range) (232-296) (235-292)
Geburtsgewicht (g) 3320 3400
(range) (1°100-4°250) (1°790-4°400)
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Tabelle 5: Geburtsmodus
Gruppe 1 o Gruppe 2 o
") (%) ") (%)
Anzahl 95 51
Spontangeburt 38 40,0 29 56,9
Sectio caesarea 45 47,4 14 27,4
Vakuumextraktion 12 12,6 8 15,7

3.1.1 Geschlecht

43,2% (n=41) der Neugeborenen in Gruppe 1 waren mannlichen Geschlechts.

Gruppe 2 fand sich ein Knabenanteil von 52,9% (n=27) (vgl. Tab. 4).

3.1.2 Geburtsmodus

Der Anteil der spontan geborenen Kinder der Gruppe 1 betrug 40,0% (n=38). Bei

12,6% (n=12) war eine Vakuumextraktion notwendig, bei 47,4% (n=45) musste ein

Kaiserschnitt durchgefuhrt werden (vgl. Tab. 5).

Neugeborene aus der Gruppe 2 wurden zu 56,9% (n=29) spontan, zu 15,7% (n=8)

durch Vakuumextraktion und zu 27,4% (n=14) durch Sectio caesarea geboren

(vgl. Tab. 5).

3.1.3 Geburtsgewicht

Das mittlere Geburtsgewicht lag in Gruppe 1 bei 3'320 g (1°'100-4'250 @), in
Gruppe 2 bei 3400 g (1°790-4°400 g) (vgl. Tab. 4).
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3.1.4 Gestationsalter

Sowohl in Gruppe 1 als auch in Gruppe 2 lag die mittlere Schwangerschaftsdauer
bei 276 Tagen, entsprechend 39+3 Schwangerschaftswochen post

menstruationem (vgl. Tab. 4).

3.1.5 Hamatokrit

Der mittlere Hamatokritwert fur Gruppe 1 lag bei 52,3% (SD: = 5,6%). Die
Hamatokritwerte reichten von 39% bis 67% (vgl. Tab. 11).

In Gruppe 2 fand sich ein Mittelwert von 50,2% (SD: = 5,5%). Es wurden
Hamatokritwerte von 39% bis 62% gemessen (vgl. Tab. 11).

3.2 Einfluss des Geschlechts auf Interleukin-8-Konzentrationen

Es erfolgte eine Unterteilung der Patienten nach dem Geschlecht. Hier wurden in
Gruppe 1 die Werte von 41 mannlichen und 54 weiblichen und in Gruppe 2 von

27 mannlichen und 24 weiblichen Neugeborenen untersucht.

Tabelle 6: IL-8-Konzentrationen bei mannlichen und weiblichen Neugeborenen

Gruppe 1 Gruppe 2
m w m w
Patienten (n) 41 54 27 24
28,3 30,8 26,0 22,0

IL-8 Plasma: Mittelwert (pg/ml) g "139)  (SD:+204) (SD:+17,0)  (SD: +12.3)

11°266 11°702 127042 12°268

IL-8 Lysat: Mittelwert (pg/mi) (SD: +8216) (SD:+6'369) (SD:+4'493) (SD:5169)
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Sowohl fur IL-8-Konzentrationen in Plasma als auch in Lysat zeigte sich in beiden
Gruppen kein signifikanter Unterschied zwischen den mannlichen und weiblichen
Neugeborenen (p>0,05).

Der Mittelwert der IL-8-Plasma-Konzentrationen lag bei mannlichen Neugeborenen
der Gruppe 1 bei 28,3 pg/ml (SD: + 13,9 pg/ml), bei den weiblichen Neugeborenen
der Gruppe 1 bei 30,8 pg/ml (SD: = 20,4 pg/ml). Bei Patienten der Gruppe 2 fand
sich ein Mittelwert von 26,0 mg/dl (SD: + 20,4 pg/ml) fir Knaben und von
22,0 pg/ml (SD: £ 12,3 pg/ml) fir Ma&dchen (vgl. Tab. 6, Abb. 4).

Bei IL-8-Konzentrationen in lysiertem Vollblut ergab sich fur die Messungen in
Gruppe 1 ein Mittelwert von 11°266 pg/ml (SD: + 8216 pg/ml) fur mé&nnliche
Patienten und von 11702 pg/ml (SD: + 6°369 pg/ml) flr weibliche Patienten. In
Gruppe 2 zeigte sich ein Mittelwert von 12°042 pg/ml (SD: £ 4493 pg/ml) fur die
Jungen und von 127268 pg/ml (SD: + 5169 pg/ml) fur die Madchen (vgl. Tab. 6,
Abb. 5).
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Abb. 4: IL-8-Konzentrationen in Plasma in Abhéngigkeit vom Geschlecht
bis sechs Stunden p.p. (1) und 24 bis 30 Stunden p.p. (2)
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Abb. 5: IL-8-Konzentrationen in Lysat in Abh&ngigkeit vom Geschlecht
bis sechs Stunden p.p. (1) und 24 bis 30 Stunden p.p. (2)

Zusammenfassung:
+ Das Geschlecht hatte keinen Einfluss auf IL-8-Konzentrationen in

Plasma und lysiertem Vollblut.

3.3 Einfluss des Geburtsmodus auf Interleukin-8-Konzentrationen

Um Dbeurteilen zu kbénnen, ob die Art der Geburt einen Einfluss auf
IL-8-Konzentrationen in Plasma und lysiertem Vollblut hat, wurden die
Neugeborenen nach den unterschiedlichen Geburtsmodi getrennt. In Gruppe 1
wurden die Daten von 38 spontan geborenen, 45 durch Sectio caesarea

geborenen und 12 durch Vakuumextraktion geborenen Kindern untersucht. In
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Gruppe 2 gingen die Werte von 29 durch Spontangeburt, 14 durch Kaiserschnitt

und 8 durch Vakuumextraktion entbundenen Kindern in die Auswertung ein.

Tabelle 7: IL-8-Konzentrationen bei verschiedenen Geburtsmodi (Gruppe 1)

spontan Sectio VE
Patienten (n) 38 45 12
. 34,0 27,4 24,7
IL-8 Plasma: Mittelwert (pg/ml) (SD: +17.7) (SD: +17,3) (SD: + 18,5)
g 14°333 8'787 12'813
IL-8 Lysat: Mittelwert (pg/ml) (SD: + 8'408) (SD: + 4'567) (SD: + 7'773)

Tabelle 8: IL-8-Konzentrationen bei verschiedenen Geburtsmodi (Gruppe 2)

spontan Sectio VE
Patienten (n) 29 14 8
: 24,9 25,9 19,6
IL-8 Plasma: Mittelwert (pg/ml) (SD: + 12,4) (SD: + 22,2) (SD: + 6,5)
e 12°461 11°314 12°480
IL-8 Lysat: Mittelwert (pg/ml) (SD: + 5'177) (SD: + 4'932) (SD: + 2'929)

Beim Vergleich der IL-8-Konzentrationen in Abhéangigkeit vom Geburtsmodus
konnte in beiden Gruppen weder fiur Konzentrationen in Plasma noch fir
Konzentrationen in lysiertem Vollblut ein signifikanter Unterschied nachgewiesen
werden (p>0,05).

Bei Neugeborenen der Gruppe 1 lagen die mittleren IL-8-Plasma-Werte fur Kinder
mit Spontangeburt bei 34,0 pg/ml (SD: £ 17,7 pg/ml), fir Kinder mit Sectio
caesarea bei 27,4 pg/ml (SD: = 17,3 pg/ml) und fir Kinder mit Vakuumextraktion
bei 24,7 pg/ml (SD: £ 18,5 pg/ml) (vgl. Tab. 7; Abb. 6).

Bei Neugeborenen der Gruppe 2 zeigte sich bei spontan entbundenen Kindern ein

Mittelwert von 24,9 pg/ml (SD: = 12,4 pg/ml). Bei durch Kaiserschnitt geborenen
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Kindern fand sich ein mittlerer Wert von 25,9 pg/ml (SD: = 22,2 pg/ml) und bei
Kindern mit VE-Geburt von 19,6 pg/ml (SD: £ 6,5 pg/ml) (vgl. Tab. 8; Abb. 7).

Bei IL-8-Konzentrationen in lysiertem Vollblut ergab sich fir spontan geborene
Kinder der Gruppe 1 ein Mittelwert von 14°333 pg/ml (SD: = 8408 pg/ml). Fur
durch Sectio caesarea entbundene Kinder lag der Mittelwert bei 8787 pg/ml
(SD: £ 4567 pg/ml) und fur durch VE-Geburt zur Welt gekommene Kinder bei
12°813 pg/ml (SD: = 7°773 pg/ml) (vgl. Tab. 7; Abb. 8).

Fur spontan entbundene Neugeborene der Gruppe 2 zeigte sich ein mittlerer
IL-8-Wert von 12°461 pg/ml (SD: £ 5°177 pg/ml). Fir Neugeborene, die durch
Kaiserschnitt geboren  wurden, war der Mittelwert 11°314  pg/ml
(SD: £ 4'932 pg/ml). Bei Neugeborenen mit VE-Geburt fand sich ein mittlerer Wert
von 127480 pg/ml (SD: + 2929 pg/ml) (vgl. Tab. 8; Abb. 9).
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Abb. 6: IL-8-Konzentrationen in Plasma in Abh&ngigkeit vom Geburtsmodus (Gruppe 1)
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Abb. 7: IL-8-Konzentrationen in Plasma in Abhéngigkeit vom Geburtsmodus (Gruppe 2)
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Abb. 8: IL-8-Konzentrationen in Lysat in Abhangigkeit vom Geburtsmodus (Gruppe 1)
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Abb. 9: IL-8-Konzentrationen in Lysat in Abhéngigkeit vom Geburtsmodus (Gruppe?2)

In Gruppe 1 lag der Anteil von durch Sectio caesarea entbundenen Kindern bei
47,4% (n=45) (vgl. Tab. 5). Hiervon wurden 35,6% (n=16) mittels prim&rer Sectio
geboren (vgl. Tab. 9). In Gruppe 2 ergab sich ein Anteil von 27,4% (n=14) fur
durch Kaiserschnitt entbundene Kinder (vgl. Tab. 5). 35,7% (n=5) der
Neugeborenen kamen mittels primérer Sectio zur Welt (vgl. Tab. 9).

Fur Kinder der Gruppe 1, die mittels primarer Sectio geboren wurden, zeigte sich
ein mittlerer IL-8-Wert von 19,1 pg/ml (SD: £ 9,8 pg/ml) in Plasma und von
6227 pg/ml (SD: £ 3'556 pg/ml) in lysiertem Vollblut. Bei durch sekundare Sectio
entbundenen Kindern lag der Mittelwert fir IL-8-Konzentrationen in Plasma bei
32,0 pg/ml (SD: £ 19,0 pg/ml) und fur IL-8-Konzentrationen in Lysat bei
10°199 pg/ml (SD: £ 4°494 pg/ml) (vgl. Tab. 9).

In Gruppe 2 ergab sich fir Neugeborene, die durch primare Sectio zur Welt
kamen, ein mittlerer IL-8-Wert von 20,2 pg/ml (SD: = 6,1 pg/ml) fir
Konzentrationen in Plasma. Bei Konzentrationen in Lysat lag der mittlere Wert bei
12400 pg/ml (SD: + 5°303 pg/ml). Bei Neugeborenen, die durch sekundére Sectio
geboren wurden, zeigte sich ein Mittelwert von 28,1 pg/ml (SD: £ 27,6 pg/ml) fir
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Konzentrationen in Plasma und von 10°711 pg/ml (SD: £ 4'932 pg/ml) fur
Konzentrationen in lysiertem Vollblut (vgl. Tab. 9).

In Gruppe 1 waren die IL-8-Konzentrationen in Plasma und lysiertem Vollblut der
durch primare Sectio entbundenen Neugeborenen signifikant niedriger als bei
Neugeborenen, die durch sekundéare Sectio zur Welt kamen (p<0,001). Ein
Unterschied zeigte sich in Gruppe 2 auch fur IL-8-Konzentrationen in Plasma

(p<0,05), jedoch nicht fir Konzentrationen in Lysat (p>0,05).

Tabelle 9: IL-8-Konzentrationen bei Sectio caesarea

Gruppe 1 (n=45) Gruppe 2 (n=14)
prim. sek. prim. sek.
Patienten (n) 16 29 5 9
IL-8 Plasma: Mittelwert (pg/ml) 19,1 32,0 20,2 28,1
(range) (10-42) (10-79) (13-30) (10-96)
IL-8 Lysat: Mittelwert (pg/ml) 6°227 10199 12°400 10°711
(range) (400-15°240) (3'680-23'040) (6°600-19°680) (4'640-16'680)
Zusammenfassung:
+ Der Geburtsmodus hatte keinen Einfluss auf IL-8-Konzentrationen in

Plasma und lysiertem Vollblut.
+ Neugeborene, die durch priméare Sectio zur Welt kamen, hatten in
den ersten sechs Lebensstunden niedrigere IL-8-Konzentrationen als

Neugeborene, die durch sekundare Sectio entbunden wurden.
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3.4 Einfluss des Geburtsgewichts auf Interleukin-8-Konzentrationen

Es sollte festgestellt werden,

IL-8-Konzentrationen in Plasma und lysiertem Vollblut hat. In beiden Gruppen

zeigte sich sowohl fur IL-8-Konzentrationen in Plasma als auch in lysiertem Vollblut

kein signifikanter Einfluss des Geburtsgewichts (p>0,05).

Der mittlere Wert des Geburtsgewichts fur Kinder der Gruppe 1 lag bei 3'320 g
(SD: + 661 g). Das leichteste Neugeborene wog 1°100 g, das schwerste 4'250 g
(vgl. Tab. 4; Abb. 10, 12).

Bei Kindern der Gruppe 2 fand sich ein mittlerer Wert von 3°400 g (SD: + 499 Q).

Das leichteste Neugeborene war 1'790 g schwer. Das Kind mit dem hdchsten

Geburtsgewicht wog 4°400 g (vgl. Tab. 4; Abb. 11, 13).
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Abb. 10: IL-8-Konzentrationen in Plasma in Abh&angigkeit vom Geburtsgewicht (Gruppe 1)
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Abb. 11: IL-8-Konzentrationen in Plasma in Abh&angigkeit vom Geburtsgewicht (Gruppe 2)
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Abb. 12: IL-8-Konzentrationen in Lysat in Abhangigkeit vom Geburtsgewicht (Gruppe 1)
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Abb. 13: IL-8-Konzentrationen in Lysat in Abhangigkeit vom Geburtsgewicht (Gruppe 2)

Zusammenfassung:
+ Das Geburtsgewicht hatte keinen Einfluss auf IL-8-Konzentrationen in

Plasma und lysiertem Vollblut.

3.5 Einfluss des Gestationsalters auf Interleukin-8-Konzentrationen

Im Schnitt betrdgt die Dauer einer normalen Schwangerschaft 280 Tage,
entsprechend 40 Wochen post menstruationem. Bei Kindern der Gruppe 1 fand
sich ein mittlerer Wert von 276 Tagen (SD: = 15 d), entsprechend
39+3 Schwangerschaftswochen post menstruationem. Das jlungste Kind
wurde mit einem  Gestationsalter von 232 Tagen, entsprechend
33+1 Schwangerschaftswochen post menstruationem, geboren. Die langste
Schwangerschaft dauerte 296 Tage, entsprechend

42+2 Schwangerschaftswochen post menstruationem (vgl. Tab. 4).
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Bei Kindern der Gruppe 2 lag der mittlere Wert ebenfalls bei 276 Tagen
(SD: £ 12 d), entsprechend 39+3 Schwangerschaftswochen post menstruationem.
Die kirzeste Schwangerschaftsdauer betrug 235 Tage, entsprechend
33+4 Schwangerschaftswochen post menstruationem. Das alteste Kind wurde
nach einer Schwangerschaftsdauer von 292 Tagen, entsprechend
41+5 Schwangerschaftswochen post menstruationem, geboren (vgl. Tab. 4).

Es sollte geprtift werden, ob IL-8-Konzentrationen vom Gestationsalter des Kindes
abhangig sind. Bei IL-8-Plasma-Konzentrationen fand sich in beiden Gruppen kein
Einfluss des Gestationsalters (p>0,05) (vgl. Abb. 14, 15).

IL-8-Konzentrationen in lysiertem Vollblut zeigten sich in beiden Gruppen vom
Gestationsalter abhangig (p<0,001): die Konzentrationen waren umso hdéher, je
reifer das Kind bei der Geburt war (vgl. Abb. 16, 17).
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Abb. 14: IL-8-Konzentrationen in Plasma in Abh&ngigkeit vom Gestationsalter (Gruppe 1)
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Abb. 15: IL-8-Konzentrationen in Plasma in Abhangigkeit vom Gestationsalter (Gruppe 2)
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Abb. 16: IL-8-Konzentrationen in Lysat in Abhéngigkeit vom Gestationsalter (Gruppe 1)
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Abb. 17: IL-8-Konzentrationen in Lysat in Abhéngigkeit vom Gestationsalter (Gruppe 2)

Es fand sich ein Anteil von 20,9% Frihgeborenen (<37+0 SSW) bei Kindern der
Gruppe 1 und von 10,2% bei Kindern der Gruppe 2.

Die Messung der IL-8-Konzentrationen in Lysat bei Kindern der Gruppe 1 ergab
einen Mittelwert von 5°934 pg/ml (SD: + 3'875 pg/ml) fir frihgeborene Kinder und
von 13°199 pg/ml (SD: £ 7°115 pg/ml) fir reifgeborene Kinder (=237+0 SSW). Die in
Gruppe 2 bestimmten IL-8-Lysat-Konzentrationen zeigten einen mittleren Wert von
6456 pg/ml (SD: = 2'848 pg/ml) fur Frihgeborene und von 12°768 pg/ml
(SD: £ 4°541 pg/ml) fur Reifgeborene (vgl. Tab. 10).

Sowohl in Gruppe 1 als auch in Gruppe 2 waren die IL-8-Lysat-Konzentrationen fir

reifgeborene Kinder signifikant héher als fir frihgeborene Kinder (p<0,001).
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Tabelle 10: IL-8-Lysat-Konzentrationen bei Friih- und Reifgeborenen

Gruppe 1 Gruppe 2
FG RG FG RG
Patienten (n) 22 73 5 46
Gestationsalter: Mittelwert (d) 248 278 251 278
(SSW) (35+3) (39+5) (35+6) (39+5)
5'934 13199 6°456 12°768

IL-8 Lysat: Mittelwert (pg/ml) gy '3-g75)  (SD: +7°115) (SD: £2'848) (SD: + 4'541)

Zusammenfassung:
+ Das Gestationsalter hatte keinen Einfluss auf IL-8-Konzentrationen in
Plasma.
+ IL-8-Konzentrationen in lysiertem Vollblut waren vom Gestationsalter

abhangig: sie waren umso hoher, je reifer das Kind bei Geburt war.

3.6 Einfluss des Hamatokrits auf Interleukin-8-Konzentrationen

Weiterhin sollte geprift werden, ob IL-8-Konzentrationen vom Hamatokritwert des
Kindes abhangig sind.

Es zeigte sich in Dbeiden Gruppen ein signifikanter Einfluss des
Hamatokritwertes auf IL-8-Konzentrationen in Plasma (p<0,01): die IL-8-
Konzentrationen waren umso hoher, je héher der Hamatokritwert des Kindes war
(vgl. Abb. 18, 19).

Bei Kindern der Gruppe 1 zeigte sich ein mittlerer IL-8-Wert von 29,7 pg/ml
(SD: = 17,8 pg/ml). Es wurden Werte von 10 pg/ml bis 93 pg/ml gemessen
(vgl. Tab. 11). Bei Kindern der Gruppe 2 lag der Mittelwert fur IL-8-Plasma-
Konzentrationen bei 24,2 pg/ml (SD: + 15,0 pg/ml). Die Werte reichten von 2 pg/ml
bis 96 pg/ml (vgl. Tab. 11).
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Tabelle 11: IL-8-Konzentrationen und Hamatokritwerte

Gruppe 1 Gruppe 2
Patienten (n) 95 51
IL-8 Plasma: Mittelwert (pg/ml) 29,7 24,2
(range) (10-93) (2-96)
IL-8 Lysat: Mittelwert (pg/ml) 11°513 12°149
(range) (400-36'680) (2'680-27°760)
Hamatokrit: Mittelwert (%) 52,3 50,2
(range) (39-67) (39-62)

Bei IL-8-Konzentrationen in Lysat fand sich in beiden Gruppen kein Einfluss des
Hamatokritwertes (p>0,05). Der mittlere Wert fir Neugeborenen der Gruppe 1 lag
bei 11°'513 pg/ml (SD: + 7186 pg/ml). Es wurden Werte zwischen 400 pg/ml und
36°680 pg/ml bestimmt (vgl. Tab. 11; Abb. 20). Bei Neugeborenen der Gruppe 2
zeigte sich ein IL-8-Mittelwert von 12°149 pg/ml (SD: = 4°775 pg/ml). Die
bestimmten Werte reichten von 2°680 pg/ml bis 27760 pg/ml (vgl. Tab. 11,
Abb. 21).
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Abb. 18: IL-8-Konzentrationen in Plasma in Abh&ngigkeit vom Hamatokritwert (Gruppe 1)
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Abb. 19: IL-8-Konzentrationen in Plasma in Abhéngigkeit vom Hamatokritwert (Gruppe 2)
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Abb. 20: IL-8-Konzentrationen in Lysat in Abh&ngigkeit vom Hamatokritwert (Gruppe 1)
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Abb. 21: IL-8-Konzentrationen in Lysat in Abhéngigkeit vom Hamatokritwert (Gruppe 2)

Zusammenfassung:
+ IL-8-Konzentrationen in Plasma waren vom Hamatokritwert abhangig:
die Werte waren umso hoher, je héher der Hamatokritwert war.
+ Der Hamatokritwert hatte keinen Einfluss auf IL-8-Konzentrationen in
lysiertem Vollblut.

3.7 Zusammenfassung

Es zeigte sich, dass Geschlecht, Geburtsmodus, Geburtsgewicht und
Gestationsalter keinen Einfluss auf IL-8-Konzentrationen in Plasma hatten. Ein
Einfluss fand sich einzig beim Hamatokritwert: IL-8-Konzentrationen in Plasma
waren umso hoéher, je hoher der Hamatokritwert war. Dieser Einfluss war sowohl
kurz nach Geburt (Gruppe 1) als auch mit einem Lebensalter von 24 bis

30 Stunden (Gruppe 2) nachweisbar (vgl. Tab. 12). Bei IL-8-Konzentrationen in
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lysiertem Vollblut zeigte sich keine Abh&ngigkeit von Geschlecht, Geburtsmodus,
Geburtsgewicht sowie Hamatokritwert. Es fand sich ein Einfluss des
Gestationsalters des Kindes: IL-8-Konzentrationen in lysiertem Vollblut waren
umso hoher, je reifer das Kind bei der Geburt war. Diese Abhéangigkeit liel3 sich
sowohl mit einem Lebensalter bis sechs Stunden nach Geburt (Gruppe 1) als auch
mit einem Lebensalter von 24 bis 30 Stunden (Gruppe 2) feststellen (vgl. Tab. 12).

Tabelle 12: Einflussfaktoren auf IL-8-Konzentrationen

IL-8 in Plasma IL-8 in Lysat
Einfluss hatte: keinen Einfluss hatte: | Einfluss hatte: keinen Einfluss hatte:
Hamatokrit Geschlecht Gestationsalter Geschlecht
Geburtsmodus Geburtsmodus
Geburtsgewicht Geburtsgewicht
Gestationsalter Hamatokrit
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4 Diskussion

4.1 Ziel der Studie

Die neonatale bakterielle Infektion zahlt aufgrund einer hohen Morbiditdt und
Mortalitat immer noch zu den Hauptgefahren fir das neugeborene Kind [8/81/109].
Um durch eine gezielte antibiotische Therapie mogliche Spatfolgen zu verhindern,
sind verlassliche diagnostische Infektionsparameter von grof3ter Wichtigkeit [7/62].
IL-8 in Plasma hat sich hierbei an vielen perinatalen Zentren als bedeutender
Parameter bei der frihzeitigen Erkennung einer EOBI erwiesen [64]. Jedoch ist
seine Halbwertszeit in Plasma kurz und betragt ungefahr eine Stunde [92/93]. IL-8,
in Vollblut-Lysat bestimmt, hingegen zeigte sich - im Vergleich zu den Plasma-
Konzentrationen - langer erhoht. Es wird von einem ,IL-8-Gedachtnis® in Lysat von
ungefahr 24 Stunden ausgegangen [85]. Zudem fand sich zum Zeitpunkt des
Verdachts auf EOBI eine hohere Sensivitat fur IL-8 in Lysat im Vergleich zu IL-8 in
Plasma [85]. Die IL-8-Bestimmung in Lysat bedeutet somit einen entscheidenden
Vorteil im kritischen Zeitfenster einer beginnenden EOBI.

Ziel dieser Studie war es, den Einfluss von pra-, peri- und postnatalen Faktoren auf
IL-8-Konzentrationen in Plasma und lysiertem Vollblut zu untersuchen, um eine
bessere Interpretation der Werte zu ermdglichen bzw. mdgliche Einflussgrossen zu
bestimmen. Hierbei sollte neben den Faktoren Geschlecht, Geburtsmodus,
Geburtsgewicht und Gestationsalter insbesondere auf den Erythrozytenstatus
(gemessen am Hamatokritwert) eingegangen werden. Da ein hoher Prozentsatz
(96-97%) des Gesamtgehalts an IL-8 im Blut zellgebunden ist [73/94], davon allein
85% an Erythrozyten [29], kdonnte dieser ,Erythrozyten-Pool“ einen Einfluss auf die
im Blut bestimmten IL-8-Konzentrationen haben [22]. Somit ware bei Interpretation

der Werte auf die Eigenschaften des roten Blutbildes zu achten.
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4.2 Methodenkritik

4.2.1 Patientenkollektiv

Das Patientenkollektiv unserer Studie setzte sich aus Neugeborenen der
Universitatsklinik fur Kinder- und Jugendmedizin in Tubingen zusammen. Dabei
handelte es sich um Neugeborene, bei denen aufgrund von definierten
matterlichen sowie kindlichen Risikofaktoren (vgl. Kap. 2.3) eine Blutabnahme zur
Erkennung oder zum Ausschluss einer EOBI erfolgte. Daher sind die hier
gewonnenen Erkenntnisse nicht allgemein fur gesunde Neugeborene gultig,
sondern nur flr Neugeborene mit dem Risikoprofil einer EOBI. Unsere
Patientenpopulation reprasentiert somit keine Idealpopulation im Sinne von
Patienten ohne jegliches Infektionsrisiko. Es ware jedoch ethisch nicht zu
rechtfertigen gewesen, von gesunden, unauffalligen Neugeborenen ohne
Risikofaktoren in der Anamnese Blut zu wissenschaftlichen Zwecken zu
entnehmen.

Zudem kann es fur den klinischen Gebrauch von Vorteil sein, dass unser
Patientenkollektiv eine gemischte Population mit Risikofaktoren, welche im
klinischen Alltag von Bedeutung sind, darstellt.

4.2.2 Diagnose der neonatalen bakteriellen ,,early-onset” Infektion

Die Infektionsrate bei Neugeborenen liegt normalerweise bei 0,1-3,5%
[42/100/103]. Bei unserer Studie mussten 27 Patienten aufgrund der Diagnose
einer EOBI ausgeschlossen werden, entsprechend einer Prozentzahl von 21,1%.
Diese vergleichsweise hohe Zahl lasst sich einerseits dadurch erklaren, dass die
Studie an einem universitaren Perinatalzentrum durchgefihrt wurde und hier das
Patientenkollektiv nicht reprasentativ ist, andererseits wurde nur bei Neugeborenen

Blut abgenommen, bei denen entweder Risikofaktoren in der Anamnese fir eine
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Infektion bestanden oder die Klinische Auffalligkeiten zeigten und die
Blutabnahmen zum Erkennen oder zum Ausschluss einer EOBI dienten.

Auch in unserer Studie stellte sich das Problem, eine EOBI zu definieren. Die
Diagnosekriterien wurden im Einklang zu zahlreichen anderen Studien gestellt und
sind in Kapitel 2.3 dargelegt [13/35/87]. Da in keiner der abgenommenen
Blutkulturen ein Keimnachweis gelang, wurde die Diagnose einer EOBI allein
aufgrund klinischer Zeichen und laborchemischer Parameter gestellt. Der Grund
fur den fehlenden Erregernachweis kann in einer peripartalen miitterlichen
Antibiotikatherapie liegen, welche die Sensivitdt einer Blutkultur verringert [56].
Weiterhin  wurden bei den Neugeborenen aufgrund des geringen
Blutkreislaufvolumens jeweils nur kleine Blutmengen entnommen. Da das Volumen
der Blutkultur neben dem Zeitpunkt, der Temperatur, der Technik, der
Erregerdichte und dem Kulturmedium die Sensivitdt eines Keimnachweises
beeinflussen kann, kdnnte hierin eine weitere Ursache liegen. Die Beobachtung,
dass sich in den abgenommenen Blutkulturen nur selten ein Keimnachweis zeigt,
wurde auch in anderen bereits veroffentlichten Studien gemacht [12/41/91]. Eine
sichere Bestatigung der Diagnose EOBI bleibt deshalb wenigen Fallen
vorbehalten.

Die ausgeschlossenen Patienten wurden somit allein durch den klinischen Aspekt
als krank eingestuft, d.h. mindestens ein Kklinisches Symptom sowie erhdhte
Infektionsparameter in den Laborergebnissen mussten vorhanden sein. Die
klinische Entscheidung wurde dabei immer von erfahrenen Neonatologen
getroffen. Trotz dieser Tatsache sind wir uns bewusst, dass darin stets eine
subjektive Komponente enthalten ist, die bei der Interpretation der Ergebnisse und

beim Vergleich mit anderen Studien bedacht werden muss.
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4.2.3 Interleukin-8-Bestimmung

Bei allen Neugeborenen wurden die IL-8-Konzentrationen in Plasma und in
lysiertem Vollblut mittels eines vollautomatischen Enzymimmunoassays der Firma
IMMULITE® bestimmt. Dazu war bei Messung in Plasma ein Probenvolumen von
25 yl notwendig, bei Messung in lysiertem Vollblut von 50 pl.

Die Qualitat der IL-8-Bestimmung nach Zelllyse ist dabei, mehr noch als die
Messung in Plasma, stark von den Bedingungen zwischen Abnahmezeitpunkt und
Probenverarbeitung abhangig [73/94]. Wird zum Beispiel nicht hAmolysiertes Blut
bei Raumtemperatur gelagert, so kann ein Anstieg des IL-8 in Lysat um bis zu
einem Vierfachen der Ausgangskonzentration beobachtet werden, wahrend sich
die Plasma-Konzentration nicht verandert. Bei Aufbewahrung in Eis hingegen war
bis zu 48 Stunden nach Abnahme weder ein Anstieg in Lysat noch in Plasma zu
beobachten.

Dagegen fand sich ein signifikanter Abfall der IL-8-Konzentration, wenn
hamolysiertes Blut bei Raumtemperatur gelagert wurde. Wurde es in Eis
aufbewahrt, so waren auch hier die IL-8-Konzentrationen Uber mindestens drei
Tage stabil. Nach acht Tagen zeigte sich ein Abfall der IL-8-Konzentration auf 32%
des Ausgangswertes [63/94].

Dies zeigt, dass - wie oben bereits erwahnt - die Qualitat der IL-8-Messung vor
allem in Lysat stark von den Bedingungen zwischen Abnahmezeitpunkt und
Probenverarbeitung abhangig ist. Werden jedoch bestimmte Voraussetzungen bei
der Vorbereitung der Proben beachtet, erlaubt die evaluierte Methode eine
Feststellung der IL-8-Konzentrationen mit guten Ergebnissen [22/94].

In unserer Studie war die hauptséchliche Fehlerquelle der IL-8-Bestimmung die
Hamolyse vor dem Zentrifugieren. Durch zu langes Stauen bei der Blutabnahme
oder zu langes Stehen der Proben bei Raumtemperatur wurden teilweise extrem
hohe IL-8-Konzentrationen ermittelt. Die Ergebnisse dieser Proben wurden

deshalb verworfen.
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4.2.4 Statistische Methode

Statistisch wurden die Ergebnisse mit Hilfe der Kovarianzanalyse berechnet. Dabei
wurde das Signifikanzniveau auf a < 0,05 festgesetzt. Die statistische Signifikanz
eines Testergebnisses ist jedoch nicht gleichzusetzen mit dessen praktischer
Bedeutung. Ein signifikantes Ergebnis besagt lediglich, dass von einem
Unterschied ausgegangen wird, weil die Auftretenswahrscheinlichkeit fur ein
solches Ergebnis kleiner oder gleich 5% betragt. Uber die GroRe und die Ursachen
des Unterschieds wird jedoch keine Aussage gemacht. Hierzu sind weitere
wissenschaftliche Studien notwendig.

Umgekehrt lasst ein nicht-signifikantes Testergebnis keineswegs den Schluss zu,
dass die zu vergleichenden Grundgesamtheiten homogen seien, da auch der
3-Fehler bei varianzanalytischen Berechnungen eine Rolle spielt. Dieser besagt,
wie grof3 die Wahrscheinlichkeit ist, dass tatsachlich Unterschiede vorliegen, aber
statistisch nicht signifikant werden.

AulBBerdem kann ein Unterschied vorliegen, der nur wegen eines zu kleinen
Stichprobenumfangs nicht nachzuweisen ist. Da aber die vorliegende Stichprobe
uber 100 Probanden betrug, hatte ein solcher Effekt nur ein sehr geringes Ausmaf

und ware Klinisch nicht von grol3em Interesse.

4.3 Einfluss des Geschlechts auf Interleukin-8-Konzentrationen

Unsere Untersuchungen zeigten, dass IL-8-Konzentrationen in Plasma und
lysiertem Vollblut nicht vom Geschlecht des Kindes abhéngig sind. Auch in
anderen Studien liel3 sich ein Einfluss des Geschlechts auf IL-8-Konzentrationen
bei gesunden Frih- und Reifgeborenen nicht feststellen [64/72/85].

Einzig eine Studie von Reinsberg et al. fand bei erwachsenen Frauen einen

signifikanten Anstieg von IL-8 in lysiertem Vollblut mit zunehmendem Alter. Dies
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soll geschlechtsbezogene Unterschiede in der Hormon- und Zytokin-Produktion
darstellen [94].

4.4 Einfluss des Geburtsmodus auf Interleukin-8-Konzentrationen

Eine Abh&ngigkeit der IL-8-Konzentrationen in Plasma und lysiertem Vollblut von
der Art des Geburtsmodus konnte nicht festgestellt werden. Dies steht im Einklang
zu anderen Studien [26/59].

Jokic et al. zeigten, dass die IL-8-Konzentrationen weniger von der Art des
Geburtsmodus als von dem Vorhandensein und der Lange der Wehentatigkeit
beeinflusst werden. Die IL-8-Werte waren nach Wehentatigkeit signifikant héher
als ohne Wehentatigkeit, unabhéngig vom Geburtsmodus [59]. In unserer Studie
zeigte eine Unterscheidung zwischen primaren Sectiones (Sectiones aus
matterlichem Wunsch/Indikation bei unauffalligem CTG) und sekundéren
Sectiones (Sectiones aufgrund CTG-Verschlechterung bei vorhandener bzw.
verstarkter Wehentatigkeit) fur IL-8-Konzentrationen bis 6 Stunden nach Geburt
(Gruppe 1) dasselbe Ergebnis. Mit 19,1 pg/ml (SD: £ 9,8 pg/ml) fir Plasma und
6227 pg/ml (SD: £ 3'556 pg/ml) fur Lysat waren die IL-8-Mittelwerte fir Kinder, die
durch priméare Sectio zur Welt kamen, deutlich niedriger als fir Kinder, die durch
sekundéare Sectio geboren wurden. Hier lagen die mittleren IL-8-Werte bei
32,0 pg/ml (SD: £ 19,0 pg/ml) fir Konzentrationen in Plasma und bei 107199 pg/ml
(SD: = 4°494 pg/ml) fur Konzentrationen in lysiertem Vollblut. Der Anteil an
primaren Sectiones betrug 35,6% (n=16).

In Gruppe 2 zeigte sich mit 35,7% (n=5) ein gleichwertiger Anteil an primaren
Sectiones. Es fanden sich mittlere IL-8-Konzentrationen flr primére Sectiones von
20,2 pg/ml (SD: = 6,1 pg/ml) far Plasma-Konzentrationen und von
12°400 pg/ml (SD: £ 5°303 pg/ml) fur Konzentrationen in lysiertem Vollblut. Bei den
sekundaren Sectiones lag auch hier der Mittelwert fur IL-8-Konzentrationen in

Plasma mit 28,1 pg/ml (SD: £ 27,6 pg/ml) hoéher als bei primaren Sectiones. Bei
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Konzentrationen in Lysat hingegen ergab sich mit 10711 pg/ml
(SD: £ 47932 pg/ml) ein niedrigerer Mittelwert als bei den priméaren Sectiones.
Neben dem Einfluss der Wehentatigkeit, der bereits von anderen Autoren
beschrieben wurde [11/32/107], spielen die Belastungen des Kindes wahrend der
Geburt eine wichtige Rolle. Studien zeigten, dass neben Infektionen und anderen
entzindungsbedingten Auslosern auch Stress und Angstsituationen zu erhéhten
IL-8-Konzentrationen fuhren kénnen [43]. Bei einer hohen Belastung des Kindes
unter der Geburt steigen die initialen Werte von IL-8 signifikant an [49].

Der Einfluss der Wehentétigkeit sowie des Geburtsstresses spielt fur die
Interpretation der Werte sicherlich eine wesentliche Rolle und wird in weiteren

Studien detaillierter zu untersuchen sein.

4.5 Einfluss des Geburtsgewichts auf Interleukin-8-Konzentrationen

Es fand sich weder bei IL-8-Konzentrationen in Plasma noch bei
IL-8-Konzentrationen in lysiertem Vollblut ein Einfluss des Geburtsgewichts der
Neugeborenen. Auch in anderen Studien wird ein Einfluss des Geburtsgewichts
auf Zytokin-Konzentrationen nicht beschrieben [16/64].

4.6 Einfluss des Gestationsalters auf Interleukin-8-Konzentrationen

IL-8-Konzentrationen in Plasma werden nicht vom Gestationsalter des Kindes
beeinflusst. Dies steht im Einklang zu den Ergebnissen von Dembinski et al. [26].

IL-8-Konzentrationen in lysiertem Vollblut hingegen zeigten eine Abhangigkeit vom
Gestationsalter des Neugeborenen: je reifer das Kind zum Zeitpunkt der Geburt
war, desto hoher waren die IL-8-Konzentrationen in lysiertem Vollblut. Dies
bedeutet, dass frihgeborene Kinder niedrigere IL-8-Lysat-Konzentrationen haben

als reifgeborene Kinder. Als friihgeboren werden alle Kinder bezeichnet, die vor
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der vollendeten 37. Schwangerschaftswoche geboren werden [1/33]. Der Anteil an
Frihgeborenen in Europa liegt bei 4-8% [5]. In unserer Studie fand sich ein Anteil
von 20,9% Fruhgeborener bei Kindern der Gruppe 1 und 10,2% bei Kindern der
Gruppe 2. In beiden Gruppen waren die IL-8-Konzentrationen in lysiertem Vollblut
bei Frihgeborenen niedriger als bei Reifgeborenen. Bei den Messungen bis zu
einem Lebensalter von sechs Stunden fand sich ein mittlerer IL-8-Wert von
5934 pg/ml (SD: £ 3875 pg/ml) fur Frihgeborene. Mit 13'199 pg/ml
(SD: + 77115 pg/ml) lag der Mittelwert fir Reifgeborene deutlich héher. Das gleiche
Ergebnis stellte sich auch mit einem Lebensalter von 24 bis 30 Stunden dar. Der
Mittelwert fur frihgeborene Kinder war mit 6°'456 pg/ml (SD: £ 2°848 pg/ml)
niedriger als fur reifgeborene Kinder mit 12°768 pg/ml (SD: £ 4'541 pg/ml).

Die hoheren IL-8-Spiegel bei Reifgeborenen kénnten in der Tatsache begrindet
liegen, dass bei Frihgeborenen die Organe sowie das Immunsystem haufig noch
nicht ganz ausgereift und somit nicht voll funktionstiichtig sind [109]. Dies hat auch
Auswirkungen auf das Zellsystem der Kinder und somit auf die
IL-8-Konzentrationen. Weiterhin liegt bei Frihgeborenen in den meisten Fallen ein
Grund fir die Entbindung vor dem normalen Geburtszeitpunkt vor
(z.B. HELPP-Syndrom der Mutter, Gestationsdiabetes, Stérungen der
Plazentafunktion). Dies hat Einfluss auf den Kreislauf der Friihgeborenen und kann
veranderte Konzentrationen des Interleukins bewirken.

Im Gegensatz zu unseren Ergebnissen zeigte eine Studie von Dembinski et al.
keinen Einfluss des Gestationsalters bei gesunden Reif- und Frilhgeborenen bis
zur 28. Schwangerschaftswoche auf die Konzentrationen von IL-8 in lysiertem
Vollblut [26].
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4.7 Einfluss des Hamatokrits auf Interleukin-8-Konzentrationen

Bei Neugeborenen findet sich in der Regel ein hoherer Hamatokritwert als bei
Erwachsenen. Der Normwert liegt zwischen 44% und 65% [111/116], ein
Mittelwert von 53% ist fuir reife Neugeborene normal [86].

Der Grund fur die hoheren Hamatokritwerte ist in der plazentaren Transfusion
unter und nach der Geburt zu sehen, die einen Anstieg des Blutvolumens bewirkt.
Dies wird in den ersten Lebensstunden durch einen Abfall es Plasmavolumens
reguliert. Das Erythrozytenvolumen bleibt dabei konstant. So kommt es indirekt
einige Stunden nach der Geburt zu einem Anstieg des Hamoglobins, des
Hamatokrits und der Erythrozyten [111]. Diese Veranderungen treten in der Regel
immer auf, ihr Ausmal ist von der Menge der plazentaren Transfusion abhangig
[83]. Sie werden nicht durch das Gestationsalter beeinflusst [27].

Am zweiten Lebenstag ist der Hamatokritwert etwas hoher als direkt nach der
Geburt und liegt normalerweise zwischen 50% und 70%. Ab dem vierten
Lebenstag fallen die Werte wieder ab [111].

Die in unserer Studie gemessenen Werte lagen zwischen 39% und 67% und somit
uberwiegend im normwertigen Bereich. Der Mittelwert fur gesunde Neugeborene
mit einem Lebensalter bis zu sechs Stunden nach Geburt lag mit 52,3%
(SD: + 5,6%) gering unterhalb des Referenzwertes.

Es wird deutlich, dass nach der Geburt Anpassungsvorgange stattfinden, die die
Werte fir Hamoglobin, Hamatokrit und Erythrozyten beeinflussen und bei der
Interpretation bertcksichtigt werden sollten.

4.7.1 Einfluss des Hamatokrits auf Interleukin-8-Konzentrationen in Plasma

IL-8, welches - wie oben beschrieben - vor allem bei bakteriellen Infektionen

freigesetzt wird, hat eine kurze Halbwertszeit im Plasma. Es wird sofort an IL-8

spezifische und nicht-spezifische Rezeptoren gebunden und in die Zelle
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aufgenommen. Der Anteil an freiem IL-8 im Blut ist gering. In einer Studie von
Orlikowsky et al. fand sich unter 1% IL-8 in Plasma von Neugeborenen [85]. Es
wurden Normwerte fir IL-8-Konzentrationen in Plasma zwischen =53 pg/ml bis
270 pg/ml  beschrieben [7/10/35/85]. In unserer Studie lagen die
IL-8-Konzentrationen in Plasma bei gesunden Neugeborenen zwischen 2 pg/ml
und 96 pg/ml. Dembinski et al. fanden bei gesunden Reif- und Frihgeborenen
IL-8-Konzentrationen in Plasma zwischen 5 pg/ml und 270 pg/ml [26]. In einer
weiteren Studie der Autoren wird von einer moglichen Beeinflussung der
IL-8-Konzentration in Plasma und folglich seiner biologischen Aktivitat durch die
Bindung an Erythrozytenmembranen gesprochen [27].

In unserer Studie untersuchten wir diesen Einfluss anhand des Hamatokritwertes.
Es zeigte sich, dass IL-8-Konzentrationen in Plasma vom Hamatokritwert der
Neugeborenen abhéngig waren. Je héher der Hamatokritwert der Neugeborenen
war, desto hoher waren die IL-8-Konzentrationen in Plasma. Diese Abhangigkeit
fand sich sowohl kurz nach der Geburt (Gruppe 1) als auch nach
24 Lebensstunden (Gruppe 2). Dabei lag der mittlere Wert fur IL-8-Plasma-
Konzentrationen, bis zu sechs Stunden nach Geburt gemessen, bei 29,7 mg/dl
(SD: + 17,8 pg/ml), der mittlere Hamatokritwert bei 52,3% (SD: + 5,6%).

Nach 24 bis 30 Stunden Lebensstunden zeigte sich ein Mittelwert von 24,2 pg/ml
(SD: £ 15,0 pg/ml) sowie ein Hamatokrit-Mittelwert von 50,2% (SD: + 5,5%). Damit
lagen beide Werte etwas niedriger als kurz nach der Geburt.

Im Einklang mit unseren Ergebnissen fanden Darbonne et al. eine signifikante
Beeinflussung der IL-8-Konzentrationen in Plasma durch die Bindung an
Erythrozytenmembranen [22]. In einer Studie von Franz et al. hingegen zeigte sich
keine Beeinflussung der IL-8-Plasma-Konzentrationen durch den Hamatokritwert
[38]. Im Gegensatz zu unserer Studie wurden jedoch infizierte und nicht-infizierte
Neugeborene untersucht. Hierdurch ist eine Beeinflussung der Ergebnisse

vorstellbar und kdnnte den Unterschied zu unseren Ergebnissen erkléaren.
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4.7.2 Einfluss des Hamatokrits auf Interleukin-8-Konzentrationen in lysiertem
Vollblut

Uber die Konzentrationsverhaltnisse von IL-8 in lysiertem Vollblut bei
Neugeborenen ist wenig bekannt. In unserer Studie lagen die Werte zwischen
400 pg/ml und 36°680 pg/ml, und damit um ein Vielfaches hoéher als die in Plasma
gemessenen Spiegel. Dies steht im Einklang zu den Ergebnissen von Franz et al.
[38]. In einer Studie von Orlikowsky et al. fanden sich Normwerte in Lysat
218000 pg/ml [85]. Kohse et al. beschrieben IL-8-Konzentrationen zwischen
120-2°000 ng/l (Median 416 ng/l) bei 78 Routineproben von gesunden
Neugeborenen [63].

Die Messung von IL-8 in lysiertem Vollblut beruht auf der Zelllyse mittels eines
Detergens [73]. Da der gro3te Teil des zellgebundenen IL-8 an Erythrozyten
gebunden ist [22/29], ware eine mdgliche Beeinflussung der Erythrozytenzahl auf
die Konzentrationen in Lysat denkbar. Wir untersuchten diesen Einfluss anhand
des Hamatokritwertes.

Unsere Ergebnisse zeigten, dass IL-8-Konzentrationen in lysiertem Vollblut nicht
vom Hamatokritwert des Kindes beeinflusst werden. Der mittlere Wert bei
gesunden Neugeborenen mit einem Lebensalter bis 6 Stunden nach Geburt
(Gruppe 1) lag bei 11513 pg/ml (SD: = 7°186 pg/ml). Auch 24 Stunden spater
stellte sich keine Abhangigkeit vom Hamatokritwert dar (Gruppe 2). Es fand sich
ein gering hoherer Mittelwert von 12°149 pg/ml (SD: £ 4°775 pg/ml).

In einer Studie von Franz et al. zeigte sich im Einklang zu unseren Ergebnissen
keine Beeinflussung von IL-8-Konzentrationen in lysiertem Vollblut durch den
Hamatokritwert [38].

Dies steht im Gegensatz zu den Ergebnissen in Plasma, bei denen sich eine
relevante Beeinflussung zeigte. Da sich nur ein kleiner Teil des Gesamtgehaltes an
IL-8 in Plasma findet, zeigt sich hier zum einen eine Beeinflussung sicher starker
als im Lysat. Zum anderen ist in Lysat zwar ein Grof3teil von IL-8 an Erythrozyten

gebunden [29], jedoch ca. 15% auch an andere Zellen, z.B. Granulozyten,
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Monozyten, etc. Dieser Teil geht in die Messung mit ein und beeinflusst somit das
Ergebnis. Eine Studie mit einer groReren Fallzahl konnte dementsprechend andere

Ergebnisse liefern und wird weiter zu untersuchen sein.

4.8 Schlussfolgerung der Diskussion

Ziel unserer Studie war es, mogliche Einflussfaktoren auf die in Plasma und
lysiertem Vollblut gemessenen IL-8-Konzentrationen innerhalb der ersten
30 Lebensstunden bei gesunden Neugeborenen zu untersuchen, um eine bessere
Interpretation der Werte zu ermdéglichen.

Bei IL-8-Konzentrationen in Plasma fand sich keine Beeinflussung durch
Geschlecht, Geburtsmodus, Geburtsgewicht oder Gestationsalter. Es liel3 sich eine
Abhéngigkeit vom Hamatokritwert, und damit auch von der Anzahl der
Erythrozyten des Kindes, nachweisen. Je hoher der Hamatokritwert des Kindes
war, desto hdher waren die gemessenen IL-8-Plasma-Konzentrationen.
IL-8-Konzentrationen in lysiertem Vollblut waren nicht vom Geschlecht,
Geburtsmodus, Geburtsgewicht oder  Hamatokritwert abhangig. Eine
Beeinflussung zeigte sich durch das Gestationsalter. Je reifer das Kind bei der

Geburt war, desto hoher waren die IL-8-Konzentrationen in Lysat.

Zusammenfassend kann damit festgestellt werden, dass sich IL-8 als ein von den
untersuchten dufReren Faktoren wenig beeinflusster Parameter erweist. Es zeigte
sich eine Abhéangigkeit vom Hamatokritwert und Gestationsalter des Kindes, was
bei der Interpretation der Werte bei Fruhgeburtlichkeit und Polyglobulie zu
bertcksichtigen ist. Auch muss an eine Beeinflussung durch hamolytische
Erkrankungen (z.B. ABO- bzw. Rhesus-Inkompatibilitat, Ikterus praecox,
Hyperbilirubindmie) gedacht werden. Diese Erkrankungen koénnen zu
ausgepragten Hamolysen fuhren, die eine Verdnderung des Hamoglobin- und

Hamatokritwertes und somit des roten Blutbildes bewirken. Da sich
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IL-8-Konzentrationen in Plasma als vom Hamatokritwert abhangig zeigten, sollte
bei der Interpretation der Werte hierauf geachtet werden. IL-8-Konzentration in
Lysat, die sich vom Hamatokritwert unbeeinflusst zeigten, weisen hier einen
eindeutigen Vorteil auf und sind bei diesen Krankheitsbilder zur Interpretation

sicher besser geeignet.

Es bleibt zu erwéhnen, dass neben den untersuchten Faktoren auch andere nicht
untersuchte Faktoren existieren konnen, die einen mdglichen Einfluss auf
IL-8-Konzentrationen in Plasma und lysiertem Vollblut bei Neugeborenen haben
und diese verandern konnen (z.B. Geburtsstress).

Auch sollte IL-8 nie als alleiniger Marker zur Diagnose einer EOBI herangezogen
werden. Wichtig ist eine Korrelation mit anderen aussagekraftigen Parametern,
z.B. CRP-Wert, I/T-Quotient, Leukozytenzahl [38/112].
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5 Zusammenfassung

Trotz wirksamer Antibiotikatherapie ist die frihe neonatale bakterielle Infektion
(EOBI) auch heute noch mit einer hohen Morbiditat und Mortalitdt verbunden.
Deshalb ist die frihzeitige Diagnose und Behandlung wichtig, um mdgliche
Spatfolgen zu verhindern und eine normale Entwicklung des Kindes zu
gewabhrleisten.

IL-8 ist ein Akutphase-Zytokin, welches frih und spezifisch bei bakteriellen
Infektionen ausgeschuttet wird. Es wird neben den spezifischen IL-8-Rezeptoren
auf Granulozyten auch unspezifisch an Erythrozyten gebunden. Im Plasma
gemessen ist seine Halbwertszeit kurz und betragt ein bis drei Stunden.

In lysiertem Vollblut erwies es sich als diagnostischer Parameter, welcher der
Plasmabestimmung im Hinblick auf die Sensivitéat, Spezifitat sowie den pradiktiven

Werten bei EOBI Uberlegen war.

Ziel der Studie war es, den Einfluss von pré-, peri- und postnatalen Faktoren,
hierbei insbesondere des Erythrozytenstatus, auf IL-8-Konzentrationen in Plasma
und lysiertem Vollblut zu untersuchen, um eine bessere Interpretation der Werte zu

ermdglichen bzw. mdgliche EinflussgréRen zu bestimmen.

Die Messung der IL-8-Konzentrationen erfolgte mittels eines vollautomatischen

Enzymimmunoassays der Firma IMMULITE®.

Die statistische Auswertung erfolgte tUber die Kovarianzanalyse. Es wurden bei
128 nicht-infizierten Neugeborenen bei bestehenden Risikofaktoren zum
Ausschluss einer EOBI die IL-8-Konzentrationen zu zwei verschiedenen
Zeitpunkten bis zu 72 Stunden postnatal bestimmt. Anhand zweier Gruppen wurde
der Einfluss der Faktoren Geschlecht, Geburtsmodus, Gestationsalter,
Geburtsgewicht und Hamatokritwert auf IL-8-Konzentrationen in Plasma und

lysiertem Vollblut untersucht. Gruppe 1 umfasste die Patienten (n=95; mittleres
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Gestationsalter 276 Tage (232-296 d); Knabenanteil 43,2%), bei denen bis sechs
Stunden post partum die IL-8-Konzentrationen in Plasma und lysiertem Vollblut
gemessen wurden. Gruppe 2 umfasste die Neugeborenen, bei denen im Zeitraum
zwischen 24 und 30 Stunden post partum die IL-8-Konzentrationen in Plasma und
Lysat bestimmt wurden (n=51; mittleres Gestationsalter 276 Tage (235-292 d);
Knabenanteil 52,9%).

Von den untersuchten Faktoren zeigte in den ersten 24 Lebensstunden einzig der
Hamatokritwert der Neugeborenen einen Einfluss auf IL-8-Konzentrationen in
Plasma: die Konzentrationen waren umso hoéher, je héher der Hamatokritwert war
(p < 0,01). Keinen Einfluss auf IL-8-Plasma-Konzentrationen hatten Geschlecht,

Geburtsmodus, Gestationsalter oder Geburtsgewicht (jeweils p > 0,05).

IL-8-Konzentrationen in lysiertem Vollblut in den ersten 24 Lebensstunden waren
nur vom Gestationsalter der Neugeborenen abhéangig: je reifer das Kind bei Geburt
war, desto hoher waren die IL-8-Konzentrationen im Lysat (p < 0,001). Geschlecht,
Geburtsmodus, Geburtsgewicht und Hamatokritwert zeigten keinen Einfluss auf IL-
8-Konzentrationen in lysiertem Vollblut (jeweils p > 0,05).

IL-8 erweist sich als ein Parameter, der von den untersuchten auf3eren Faktoren
wenig beeinflusst wird. Es zeigt sich, dass der IL-8 Wert vom Hamatokritwert und
Gestationsalter des Kindes abhangig ist, was bei der Interpretation der Werte bei
Frihgeburtlichkeit und Polyglobulie zu berticksichtigen ist.
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