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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Das Immunsystem von Frithgeborenen muss die Etablierung eines Mikrobioms kontrollieren und
potenzielle Krankheitserreger abwehren, obwohl es auf die keimfreie intrauterine Umgebung ausgelegt
ist. Das erhohte Infektionsrisiko bei Frithgeborenen beruht unter anderem auf schwachen unspezifischen
und adaptiven Immunantworten und auf dem noch unvollstindigen miitterlichen ,,Nestschutz®.
Impfungen tragen wesentlich zur Prophylaxe schwerer Infektionen bei Friihgeborenen bei. Viele
Frithgeborene werden nicht entsprechend den Empfehlungen der Stdndigen Impfkommission geimpft
und sind daher unzureichend gegen impfpraventable Erkrankungen geschiitzt. Griinde fiir die mangende
Adhérenz an die Impf-Empfehlungen ist die Angst vor Impfkomplikationen und die Sorge, dass
Frithgeborene keine ausreichende Impfantwort etablieren konnten. Zahlreiche Studien belegen, dass
Impfungen bei Friihgeborenen effizient sind und ein positives Nutzen-Risikoprofil haben. In der
vorliegenden Arbeit untersuchen wir den Einfluss von Gestationsalter, Geschlecht, Erméhrung und
Antibiotikagaben auf die Impfantwort im ersten Lebensjahr. Im Plasma von 38 Friihgeborenen
wurden vor der ersten Impfung und zu Beginn des zweiten Lebensjahres mittels ELISA die
Konzentrationen spezifischer IgG-Antikorper gegen Tetanus Toxin-, Diphterie Toxin-,
Poliomyelitis- und Haemophilus influenzae gemessen. Es war kein Einfluss des
Gestationsalters, der Erndhrung mit Muttermilch, des Geschlechts oder der Antibiotikatherapie
auf die Hohe der Antikorperkonzentrationen im Plasma nachweisbar. Protektive
Antikorperkonzentrationen im Plasma gegen Tetanus wurden von circa 84% der
Frithgeborenen bei der Einjahresuntersuchung erreicht. Fiir Polio lag dieser Anteil bei circa
76%, fiir Diphterie bei circa 63% und fiir HiB bei circa 58%. Entsprechend erreichten 16% der
Kinder keine protektiven Antikdrperkonzentrationen gegen Tetanus, 24% keine protektiven
Antikorperkonzentrationen gegen Polio, 37% keine protektiven Antikdrperkonzentrationen
gegen Diphterie und 42% keine protektiven Antikorperkonzentrationen gegen HiB in der
Einjahresuntersuchung. Weitere Untersuchungen sind nétig, um mogliche Einflussfaktoren auf
die Impfantwort bei Friihgeborenen besser zu verstehen. Die Aufklarung iiber Effizienz und
Vertriglichkeit von Impfungen bei Frithgeborenen sollte bei Eltern und Behandlern verstarkt

werden.
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Abstract

Abstract

The immune system of preterm infants must control the establishment of a microbiome and fend off
potential pathogens, although it is adapted to the sterile intrauterine environment. The increased risk of
infection in preterm infants is due, among other factors, to weak nonspecific and adaptive immune
responses and an incomplete maternal "nest protection." Vaccinations greatly contribute to the
prophylaxis of severe infections in preterm infants. Many preterm infants are not vaccinated according
to the recommendations of the Standing Committee on Vaccination and are therefore insufficiently
protected against vaccine-preventable diseases. Reasons for the lack of adherence to vaccination
recommendations include fear of vaccination complications and concerns that preterm infants might not
establish an adequate immune response. Numerous studies demonstrate that vaccinations in preterm
infants are effective and have a favorable benefit-risk profile. This study, we examine the influence of
gestational, nutrition, and antibiotic administration on the immune response within the first year of life.
Specific IgG antibody concentrations against Tetanus Toxin, Diphtheria Toxin, Poliomyelitis, and
Haemophilus influenzae were measured in the plasma of 38 preterm infants before the first vaccination
and at the beginning of the second year of life using ELISA. No influence of gestational age,
breastfeeding, gender, or antibiotic therapy on antibody concentrations in plasma was detectable.
Protective antibody concentrations against Tetanus were achieved in approximately 84% of preterm
infants at the one-year follow-up. For Polio, this proportion was about 76%, for Diphtheria about 63%,
and for HiB about 58%. Accordingly, 16% of the children did not have protective antibody
concentrations against Tetanus, 24% against Polio, 37% against Diphtheria, and 42% against HiB at the
one-year assessment. Further studies are necessary to better understand possible factors influencing the
vaccine response in preterm infants. Education about the effectiveness and tolerability of vaccinations

in preterm infants should be intensified among parents and healthcare providers.
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1. Einleitung

1.1. Friihgeburtlichkeit und seine Herausforderungen

Frithgeburtlichkeit wird unterteilt in die ,,spate” (34.- 36. Schwangerschaftswoche), ,,moderate® (32.-
33. Schwangerschaftswoche), ,,sehr frithe (vor Vollendung der 32. Schwangerschaftswoche) und
»extreme® Friihgeburtlichkeit (vor Vollendendung der 28. Schwangerschaftswoche) (1) und gilt als
Hauptrisikofaktoren fiir das Versterben von Sauglingen in der Neonatalperiode (d.h. innerhalb der ersten
7 Lebenstage) aufgrund der mit ihr assoziierten Komplikationen (2,3). Unter diesen ist das hohe Risiko
einer Infektion flir das Neugeborenen hervorzuheben. Pro Jahr sind ca. 7 Millionen solcher Félle zu
verzeichnen, von denen 700 000 im Verlauf zum Tod des Neugeborenen fiihren (5). Das Risiko fiir eines
fulminanten Verlauf einer Infektion, verhdlt sich umgekehrt proportional zu einem niedrigen
Geburtsgewicht und -alter (4,5). Zudem erstreckt sich die, mit der Friihgeburtlichkeit assoziierte
Morbiditdt {iber die Dauer des gesamten Lebens, wobei insbesondere das Risiko einer
infektionsbedingten Rehospitalisierung um das 1,5-fache erhoht ist (6). Die Griinde fiir - durch
Immunisierungen - potenziell abwendbarer infektionsbedingter Komplikationen bei Frithgeborenen,
werden auf ein Zusammenspiel unterschiedlicher intrinsischer und extrinsischer Faktoren
zuriickgefiihrt. Die intrinsischen Faktoren ergeben sich allen voran aus der physiologischen Unreife des
Immunsystems. Bezeichnend sind die Naivitdt der B-Zellen der spezifischen Immunantwort, die
Verschiebung der unspezifischen Immunabwehr zugunsten antiinflammatorischer Prozesse (7—10) und
erniedrigte Plasmakonzentrationen maternaler Antikorper bedingt durch den Zeitpunkt der Geburt, der
vor oder innerhalb des Zeitraumes des aktiven Antikdrpertransfers liegt (11). Zu den extrinsischen
Faktoren zdhlen, die klassischerweise mit der Frithgeburtlichkeit assoziierten, medizinischen
Verfahrensweisen in der neonatalen Intensivmedizin, sowie verldngerte stationdre Aufenthalte in einem
stark keimbesiedelten Umfeld, zu dessen Spektrum typischerweise auch resistente Keime gehoren (2).
Die Entbindung durch den Kaiserschnitt hat Auswirkungen auf das Mikrobiom der Haut und die
Schleimhédute in Gastrointestinal- und Nasopharyngealtrakt (7,12), zumal invasive Verfahren eine
zusitzliche Eintrittspforte fiir Pathogene darstellen. Auch die Verabreichung von Steroiden und oftmals
(Breitband-) Antibiotika konnen sich ebenfalls auf die bakterielle Kolonisierung des
Gastrointestinaltrakts niederschlagen. Eine weitere Gefahr birgt die Durchbrechung natiirlicher
Schutzbarrieren, beispielsweise durch Rupturen und Lésionen im Bereich der Haut und des
Respirationstraktes. Nicht zuletzt wirkt sich auch die parenterale Erndhrung und vor allem das Nicht-
Stillen auf das Mikrobiom des NG aus, da dem Neugeborenen protektive Faktoren aus der Muttermilch
vorenthalten werden, welche zum Teil mit immunmodulatorischen Effekten hinsichtlich einer positiven
Beeinflussung des Darmmikrobioms assoziiert sind (5,6,13). Zu den negativen Langzeitauswirkungen
von Dysbiosen bei Frithgeborenen gehdren unter anderem: Die nekrotisierende Enterokolitis (NEC),

verschiedene intestinale Erkrankungen, ,,/ate onset sepsis* (LONS), Ubergewichtigkeit im Kindesalter,
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Ekzemneigung, Asthma, etc. (12). Aktuelle Studien, darunter die PRIMAL-Studie (,,PRiming IMmunity
At the beginning of Life), eine multizentrische, randomisierte und doppelt verblindete Studie betreibt
Forschung hinsichtlich der Moglichkeit der Verhinderung von Darmdysbiosen durch die Verabreichung
von Probiotika innerhalb der ersten Lebenstage und die allgemein positiven Effekte von Probiotika auf
die Entwicklung des kindlichen Immunsystems bei Frithgeborenen.

Ein weiterer extrinsischer Faktor, der trotz verfligbarer, etablierter und empfohlener Impfstoffe auch in
der heutigen Zeit noch zum Versterben von immer Kinder an Infektionskrankheiten fiihrt, deren
Ausbrechen und Verlauf hédtten verhindert oder abgemildert werden konnen, ist eine verspétete
Erstimmunisierung (4). Diese wird bei medizinischem Personal und Familienangehdrigen oftmals mit
der Sorge um das Kind, bzw. Bedenken hinsichtlich von Komplikationen und Sicherheit des Impfstoffes
begriindet und geht oft mit der Skepsis gegeniiber der Ausbildung einer addquaten Immunantwort bei
Frithgeborenen einher (4). Eine hohe Immunogenitit korreliert mit der Stirke des gesetzten Reizes fiir
das Immunsystem, im vorliegenden Fall mit der Konzentration der zu verabreichenden Impfantigene.
Fiir die Wirkweise und Wirksamkeit von Impfstoffen bedeutet dies einerseits dem Stadium der Unreife
und der daraus resultierenden Schutzbediirftigkeit hinsichtlich immunologisch getriggerte fulminante
Verldufe gerecht zu werden. Und andererseits dem Bestreben nach zwar moglichst niedrigen, aber
dennoch ausreichend hohen Konzentrationen von Impfantigenen zur Auslésung einer addquaten
Immunreaktion Rechnung zu tragen. Dieses Spannungsfeld beschéftigt auch die aktuelle Forschung.
Ansidtze sind u.a. die Zusammensetzung der Impfstoffe und einzelne Komponenten, sowie sog.
LHImpfregime®, d.h. die Zeitabstinde und Booster-, bzw. ,,Auffrisch-Schemata“. Auch wenn jedes
Individuum spezifisch auf ein Impfantigen reagiert (14) und insbesondere das Zustandekommen der
Immunantwort bei Frithgeborenen noch nicht génzlich verstanden ist (11,13,14), teilen zahlreiche
Studien die Ansicht, dass das unreife Immunsystem sehr wohl féhig ist auf den GroBteil der aktuell
verfligbaren Impfstoffe derart mit einer Im-Immunantwort zu reagieren, dass protektive
Antikorperkonzentrationen erreicht werden (5,11). Die Niederlande, die American Academy of
Pediatrics Commitee on infectious Disease in den USA und die Stdndige Impfkommission (STIKO) in
Deutschland empfehlen daher ein einheitliches Impfregime fiir Frith- und Reifgeborene, basierend auf
der Annahme, dass die Fahigkeit zur Ausbildung einer Immunantwort bei Frith- und Reifgeborenen
vergleichbar ist. Eine Vielzahl aktueller Studien spricht sich entsprechend fiir das Impfen nach
chronologischem Alter bei Frithgeborenen aus und siecht hierin die Chance das Risiko
lebensbedrohlicher Komplikationen minimieren (5,11). Das angeborene Immunsystem von
Frithgeborenen

Sowohl die unspezifische, als auch die adaptive Immunitdt des angeborenen Immunsystem von
Frithgeboren (FG) unterscheidet sich zum Zeitpunkt der Geburt von dem Immunsystem des spateren
Lebens (15). Charakteristisch fiir das angeborene Immunsystem ist seine Unreife, die sich
beispielsweise durch quantitativ- und/oder funktional defiziente Antigen-prasentierende Zellen (13),

eine vermehrte Aktivierung von Thl-, statt Th2-Helferzellen (16) und eine geringe Produktion von pro-
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inflammatorischen Zytokinen, bei vergleichsweise hohen Konzentrationen an anti-inflammatorischen
Zytokinen auszeichnet (15). Auch noch nach etwa acht Wochen, zum Zeitpunkt der ersten
Grundimmunisierung, finden sich bei FG verglichen mit Reifgeborenen (RG) eine verminderte absolute
Anzahl an Lymphozyten, T-Zellen, B-Zellen, Th-Helferzellen und eine erniedrigte CD4/CD8-Ratio
(5,17,18). Dieser anti-inflammatorische, tolerante Status (13,15) geht mit Fortschreiten des
Reifungsprozesses des neugeborenen Immunsystems in einen kontrolliert-inflammatorischen Status
iiber. In der Literatur wird dieser initial tolerante Status damit begriindet, dass hierdurch sowohl die
AbstoBung miitterlicher Allogene verhindert wird, wodurch eine physiologische Keimbesiedlung der
Haut und im Gastrointestinaltrakt des Neugeborenen ermdglicht wird und zugleich iiberschieBende und
in der Konsequenz moglicherweise schiddigende Immunreaktionen verhindert (19). Zugleich fiihrt die
Dominanz der Thl-gewichteten toleranten Immunreaktion zu einer erhohten Vulnerabilitit mit Blick

auf das Risiko fiir Infektionen und einer verminderten Impfreaktion (16).

1.1.1. Antigenprisentierende Zellen und Pattern-Recognition-Receptoren

Das angeborene Immunsystem stellt die unspezifische ,first line of defence* des neugeborenen
Organismus gegen ein breites Spektrum diverser Pathogene dar (19). Charles Janeway Jr. beschrieb
1989 erstmals das Zusammenspiel zwischen der angeborenen- und der adaptiven Immunitdt (20).
Obwohl ein detailliertes Verstandnis hinsichtlich der genauen zelluldren und molekularen Mechanismen
immer noch aussteht (13,20), herrscht Einigkeit dahingehend, dass die Zellen des unspezifischen
Immunsystems, sogenannte Antigen presenting cells (APCs), namentlich Monozyten, Makrophagen und
dendritische Zellen- aufgrund ihres Reifegrades- eine verminderte Funktionalitit aufweisen und zu einer
suboptimalen Interaktion zwischen APCs und T-Zellen fiihrt (15). Als unbestritten gilt mittlerweile
auch, dass die angeborene Immunitit die Féhigkeit der rezeptorvermittelten Detektion von Pathogenen
besitzt, die zur Einleitung einer unspezifischen Abwehrreaktion fiihrt, in deren Folge die Stimulation
des adaptiven Immunsystems instruiert wird (20). Die besagten Rezeptoren werden Pattern recognition
receptors (PRRs) genannt und von dendritischen Zellen, Monozyten und Makrophagen verschiedener
Gewebetypen exprimiert (20). PRRs spielen eine zentrale Rolle fiir die angeborene Immunitét, da ihre
Hauptfunktion in der Detektion, Phagozytose und Einleitung einer schnellen, antigenunabhéngigen,
inflammatorischen Signalkaskade liegt (8). Sie konnen extrazellular, intrazelluldr oder im Zytosol gelost
vorliegen, und erkennen und binden sowohl molekulare Strukturen von Pathogenen, die sogenannten
pathogen associated patterns (PAMPs), als auch korpereigene Molekiile, die im Rahmen von
Zellschadigungen entstehen, die sogenannte damage associated molecular patterns (DAMPs) (8). Beide
Klassen fiihren zur Ausschiittung von Zytokinen und Interferonen und sind in der Art ihrer Auspragung

charakteristisch fiir das angeborene Immunsystem.
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1.1.2. T- Zellen und der Toll-like-receptor

Die charakteristische Besonderheit der bereits vorangehend beschriebenen rezeptorvermittel-ten
Abwehrreaktion besteht darin, dass die neonatale Immunantwort eine Gewichtung hin zu einer anti-
inflammatorischen Th2-Immunantwort zeigt (7,13,19,21). Die iiber den T-Zell-Rezeptor (TCR)
vermittelte, ,,tolerante T-Zellantwort ist vermutlich darauf zuriickzufiihren, dass die unreifen T-Zellen
sich an ihre, im steten Wandel begriffene Umwelt, anpassen miissen (22). Thr Fokus liegt auf dem
Aufbau einer stabilen (T-Zell-)Population, auf deren Grundlage im spiteren Verlauf die Ausbildung
eines immunologischen Gedéchtnisses erfolgen soll. Zu diesem Zweck gilt es einerseits autoaggressive
T-Zellen auszusortieren und im Thymus zu eliminieren, und zum anderen zwischen korpereigenen
Kommensalen, des sich ausbildenden Mikrobioms, Pathogenen und Autoantigenen unterscheiden zu
lernen (19,23). Im Gegensatz hierzu spielt bei den PRRs die Untergruppe der Toll-like receptors (TLRs)
eine entscheidende Rolle in der Einleitung einer schnellen und effektiven proinflammatorischen Th1-
Zellantwort. TLRs werden auf- oder in den Zellen des blutbildenden Systems, besonders auf recent
thymic emmigrants (RTEs) exprimiert und bendtigen weder eine Prozessierung noch ein Priming zur
Auslosung einer Abwehrfunktion, dafiir mangelt es bei dieser Art der Abwehr an der Ausbildung eines
Gedachtniseffektes (19). Demnach ist die TCR-vermittelte Th2-Zellantwort entgegen der Annahme
einer rein reifungsbedingt defizitiren Immunreaktion als ein intrinsischer Schutzmechanismus zur
Priavention von Selbstschiddigungen zu werten und die direkte TLR-vermittelte, proinflammatorische
Immunantwort, als eine kurzfristige und effektive Gefahrenabwehr im Zuge einer sich noch in der

Entwicklung befindlichen adaptiven Immunitét (13,19).

1.1.3. B-Zellen und Interleukin-10

Ebenso wie die T-Zellen, als Zellen der spezifischen Immunitét, unterliegen auch die neonatalen B-
Zellen einer Regulierung durch das angeborene Immunsystem. Die B- Zellen von Frithgeborenen liegen
meist in vergleichsweise niedrigen Konzentrationen vor und zeichnen sich durch eine verminderte
Interaktion mit T-Zellen, sowie einen schnellen Abfall aus (15). Ein unzureichender Reifungs- und
Differenzierungsprozess und ein defizitires Priming werden mitunter als Ursache fir Kurzlebigkeit
neonataler Plasma- und B-Gedéachtniszellen angefiihrt (19,24). Insbesondere die Differenzierung des B-
Zell-Rezeptors ist erst mit Ende des dritten Trimesters abgeschlossen (5), so dass bei Frithgeborenen
mit einer verminderten Detektionsfahigkeit von Antigen auszugehen ist (17). Weiterhin zeichnen sich
neonatale Antikérper dadurch aus, dass sie, im Vergleich zu adulten, in niedrigeren
Serumkonzentrationen vorliegen und besonders schnell wieder abfallen. Hierbei wird der Gruppe der
regulatorischen B-Zellen (Bregs) ein groBer Einfluss zugeschrieben. Bregs machen in den ersten vier
Lebenswochen einen groflen Anteil der neonatalen B-Zell-Population im peripheren Blut aus, vergleicht
man ihren Anteil am Gesamtanteil nach der Vollendung des ersten Lebensjahres und im

Erwachsenenalter. Sie fithren zu einer Ausschiittung von antiinflammatorischen Interleukinen (IL-2, IL-
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4, IL-9), in besonderem MafBie von IL-10 (19). IL-10 wird neben eines hemmenden Einflusses auf
gewisse T-Zell-Subpopulationen, eine entsprechende Wirkung auf das, tiber dendritische Zellen
vermittelten Priming von Thl-Immunzellen, zugeschrieben (19,24). Auch hieran lédsst sich die
Ausreifung der spezifischen Immunitit vom toleranten, angeborenen- hinzu einem kontrolliert

proinflammatorischen System abbilden (19).

1.2. Der Nestschutz

Der Nestschutz, vermittelt durch iibertragene miitterliche Antikorper, gewahrleistet in Form einer
passiven Immunitit einen tiberbriickenden Schutz fiir das, sich zum Zeitpunkt der Geburt in Reifung
begriffenen Immunsystem des Frithgeborenen, in Exposition mit der Auflenwelt. Der sogenannte

horizontale Transfer findet in utero diaplazentar und post partum iiber die Muttermilch statt.

1.2.1. Maternale Serum IgG

Wihrend der Schwangerschaft ist der Fotus iiber die natiirliche Barrierefunktion der miitter-lichen
Plazenta vor potenziell schidlichen Einfliissen geschiitzt. In Vorbereitung auf die Konfrontation des
unreifen Immunsystems des Kindes mit der AuBlenwelt beginnt bereits zwischen der 17. und 18.
Schwangerschaftswoche ein aktiver, horizontaler Transfer miitterlicher IgG-Plasma-Antikdrper auf das
Ungeborene (15,25). Dieser steigt im Verlauf der Schwangerschaft kontinuierlich an (17,25) und
erreicht seinen Hohepunkt -je nach Autor in der Literatur- nach der vollendeten 32. SSW oder innerhalb
der letzten vier Schwangerschaftswochen, um post partum im sogenannten ,,Nestschutz, einem Zustand
passiver Immunitét zu gipfeln (16,18,25,26). Zu diesem Zweck ist ein Mechanismus erforderlich, der es
erlaubt die Barrierefunktion der Plazenta aktiv zu {iberwinden. Die Schliisselrolle kommt hierbei dem
neonatalen Fc-Rezeptor (FcRn) zu (16,27). Er wird in unterschiedlichen Geweben, vor allem aber in
den Synziotrophoblasten der Plazenta exprimiert und bindet spezifisch an die Fc-Fragmente von IgG-
Plasma-Antikorper, um sie dann zu transferieren (25). Die im maternalen Kreislauf zirkulierenden IgG
werden von den Synziothrophoblasten auf miitterlicher Seite aufgenommen und in graduell
angeséduerten Endosome verpackt, da das Bindungsverhalten des FcRn stark von dem in der Umgebung
vorherrschenden pH-Wert abhéngig ist. Ein saures Milieu erhoht die Bindungsaffinitit, wohingegen
physiologische pH-Werte zu einer Senkung der Bindungsverhaltens fiihren (16,25). Die angeséuerten
Endosome gewihrleisten somit eine mdglichst hohe Bindungsaffinitit zwischen Antikorper und
neugeborenen FcRn, wodurch die Barriere einer polarisierten Membran entgegen einem
Konzentrationsgefille mittels Transzytose iiberwunden werden kann. Auf fetaler Seite verschmilzt das
Endosom mit der Zellmembran, der Fc-Rezeptor gibt den Antikorper aufgrund des physiologischen pH
von 7.4 in den fetalen Kreislauf frei und steht einem Recyclings Prozess zur Verfiigung (16). Es wird
angenommen, dass die Menge an {bertragenen Antikérpern einerseits von der Konzentration
miitterlicher Antikdrper zum Zeitpunkt der Schwangerschaft (25) und andererseits mit dem Geburtsalter

des Kindes zusammenhéngen (11,28).
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1.2.2. Maternale IgA-Antikorper in der Muttermilch

Auch der in Muttermilch finden sich neben maternalen Immunzellen, wie B- und CD4-Zellen, eine
beachtliche Konzentration von Antikdrpern der Klasse IgA. Diese werden von B- Zellen in den
miitterlichen Brustdriisen, oder in den Schleimhduten anderer Gewebe gebildet. Die bei Menschen
vorkommenden IgA-Antikorper unterteilen sich in IgA1-Antikdrpern, welche sich hauptséchlich auf
Schleimhéuten, beispielsweise im Respirationstrakt, auf der Haut, sowie in Serum und Speichel finden,
wohingegen IgA2-Antikérper vor allem im Intestinum sezerniert werden. Hervorzuheben ist die
Annahme, dass sie dort nicht absorbiert werden, sondern das Intestinum auskleiden (25). Hierdurch
treten sie iiber die Dauer des gesamten Verdauungsprozesses mit Pathogenen in Kontakt (28,29).
Obwohl die wissenschaftliche Evidenz noch nicht gegeben ist, bestdtigen die einigen wenigen
diesbeziiglichen Studien die Annahme, dass maternalen IgA-Antikérpern eine direkte, protektive
Wirkung hinsichtlich der Abwendung des Auftretens von Nahrungsmittelallergien (29) und der
Ausbildung einer Nekrotisierenden Enterokolitis (NEC) zugeschrieben werden konnte (25). Die
Wirkung wird hierbei auf den Trinkprozess des Neugeborenen zuriickgefiihrt, in Zuge dessen es zum
Verschlucken und Inhalieren kleinster Mengen von Muttermilch kommen kann, wodurch geringe
Mengen an Antikérpern (IgA und IgG) bspw. in den Respirationstrakt gelangen konnen (28). Ob und
inwieweit auch pathogenspezifische IgG-Antikorper aus der Muttermilch iiber das Intestinum
aufgenommen werden konnen, bleibt zu erforschen (28). Einige Studien vermuten sowohl einen
Zusammenhang zwischen vorausgegangenen Infekten der werdenden Mutter und der Menge an
nachgewiesenen IgA-Antikdrpern im Kolostrum von Frithgeborenen (25) und diskutieren, ob auch
Immunisierungen wihrend der Schwangerschaft nicht nur zu erhdhten IgA-Plasmaspiegeln, sondern
auch zu erhohten Konzentrationen von IgA-Antikérperkonzentrationen in der Muttermilch fithren
konnten (28). Ob die protektiven Effekte grundsétzlich spezifisch auf Antikorper aus der Muttermilch
oder aus dem Serum zuriickzufiihren sind, ist kaum nachweisbar (25), insbesondere da Untersuchungen

hinsichtlich der Uberdauerung des Verdauungsprozesses von Antikdrpern noch ausstehen (28).

1.2.3. Blunting

Die Frage, ob und zu welchem Grad mitterliche Antikdrper mit zukiinftigen Immunisierungen
interferieren, wird in der Forschung kontrovers diskutiert (24). Die miitterlichen Antikorper fallen
innerhalb der ersten sechs Lebensmonate ziigig ab (30), zeitgleich durchlduft das neugeborene
Immunsystem (innerhalb der ersten drei Lebensmonate) einen erheblichen Reifungsprozess (24). Zum
Zeitpunkt der Erstimmunisierung mit etwa zwei Lebensmonaten ist demnach von einem ausgepragten
Nestschutz auszugehen. Folgt man der Annahme, dass die ,,passive Immunitét“ von Neugeborenen
einen suppressiven Effekt auf zukiinftige Immunisierung hat, ist dieser abhéingig von dem Verhéltnis
zirkulierender Antikdrper und der Konzentration verabreichter Impfantigene (18,24). Den Grund hierfiir

liefert eine Kreuzreaktion zwischen dem Fc- und Bc-Rezeptoren, welche beide auf den neugeborenen
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Plasmazellen exprimiert werden. Bindet ein Bc-Rezeptor ein Antigen, welches wiederum mit einem
miitterlichen Antikérper markiert ist, kann dieser Antikdrper wiederum iiber das FcR- Fragment an
dieselbe Plasmazelle binden und es kommt es zu einer Blockade statt einer Stimulation der Plasmazelle
(18,25). Dieser Prozess wird als Blunting bezeichnet (24,25). Der Mechanismus ist allgemein
Gegenstand aktueller Forschung und soll auch in dieser Arbeit insofern beriicksichtigt werden, als dass
ein Zusammenhang zwischen dem Status des Frithgeborenen mit anzunehmenden niedrigen
Antikorperkonzentrationen und in der Folge hdheren Impftitern und dem vergleichsweise
Reifgeborenen, mit ausgepragterem Nestschutz und in der Konsequenz einem schlechteren Ansprechen

auf die Impfstoffe zu diskutieren ist (11).

1.3. Muttermilch und das Mikrobiom des Neugeboren

Abgesehen von den vorangehend beschriebenen immunologisch bedeutsamen Einfliissen der
Muttermilch fiir das neugeborene Kind, ist diese mitunter fiir die Entwicklung einer physiologischen
Darmflora ausschlaggebend (9,31-33). Das sogenannte Mikrobiom hat einen entscheidenden Einfluss
hinsichtlich des Risikos der Entwicklung von Erkrankungen wie Adipositas, IgE-assoziierte Ekzeme
(12,33), Autoimmunerkrankungen wie Morbus Crohn und Diabetes Mellitus Typ 1 (12) und Asthma
(29,33). In der Forschung stehen aktuell daher die, in der Muttermilch enthaltenen Human Milk
Oligosaccherides (HMOs) im Fokus, welchen eine entscheidende Rolle fiir die Zusammensetzung einer
physiologischen Darmflora und mitunter in Folge dessen, auch eine immunregulierende und protektive
Funktion zugesprochen wird (12,33). Daneben gelten mitunter die Art der Entbindung, eine Erndhrung
mit Formula Nahrung, sowie die Zufuhr von Antibiotika in der Neugeborenperiode zu nennen, als

weitere das Mikrobiom beeinflussende Faktoren (23).

1.3.1. Human Milk Oligosaccherides und Short Chain Fatty Acids

Muttermilch setzt sich anteilig aus unterschiedlichen Komponenten zusammen, von denen die Humanen
Milk Oligosaccheride unter den festen Bestandteilen, neben den Lipiden und der Laktose, in etwa ein
Drittel ausmachen. Es handelt sich hierbei um in der Brustdriise gebildete, komplexe Kohlenstoffe,
welche resistent gegeniiber den kindlichen Verdauungsenzyme sind und wodurch sie zu iiber 90 %
unverdaut bis in den Darm gelangen (33), wo sie ihre modulierende Wirkung entfalten. Sie dienen
einigen Darmbakterien, iiberwiegend den, als physiologisch betrachteten, Bifidobaceriaceae, als
Energiequelle und filhren zu deren Expansion innerhalb des sich ausbildenden friihkindlichen
Mikrobioms (9,33). Bifidobaceriaceae haben neben der Féhigkeit HMOs zu verstoffwechseln, auch die
Moglichkeit diese extrazelluldr in Metabolite umzusetzen, die wiederum von anderen physiologischen
Darmbakterien zu sogenannten ,,short chain fatty acids* (SCFAs) verstoffwechselt werden konnen
(7,9,33). SCFAs ihrerseits konnen Immunreaktionen generieren, indem sie durch Interaktion mit den
Darmepithelien zu einer vermehrten Muzinsekretion und damit zu einer Absenkung des Darm-pH, und

zu einer gesteigerten Durchblutung der Schleimhautzellen fithren. In der Folge wird die Adhésion und
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damit das Eindringen von Pathogenen in den kindlichen Organismus erschwert (7,9,33). Auch HMOs
selbst besitzen die Fahigkeit zur Initiierung epithelialer Abwehrmechanismen und kénnen vermittelt
liber Genexpression zur Ausschiittung inflammatorischer Zytokine beitragen (31). Uber die G-Protein-
Rezeptor vermittelte Expression von Tight-junction-Proteinen kann die Permeabilitit und somit die
Barrierefunktion der intestinalen Epithelien moduliert werden (33). AuBerdem konnen sie als freie,
16sliche Kdder fiir Pathogene, Viren, Parasiten und gewisse Bakterien fungieren, die normalerweise iiber

die Oberfldchenrezeptoren der intestinalen Epithelien in den Wirtsorganismus eindringen (33).

1.3.2. Das Mikrobiom des Neugeboren

Neben der Art der Erndhrung, bezichungsweise der Zufuhr von Muttermilch, wird die Kolonisation des
kindlichen Darmes von einer Fiille weiterer Faktoren, wie der Friihgeburtlichkeit, der Art der
Entbindung und der Antibiotikazufuhr bei Mutter und Kind beeinflusst (12,34—-37). Zum Zeitpunkt der
Geburt spielt fiir die Kolonisation des relativ sterilen Darmes (33) maBigeblich die Art der Entbindung
eine Rolle (7,12). Mit der Frithgeburtlichkeit geht regelméfig die Entbindung mittels C-Sektion und die
Zufuhr von Antibiotika zur Prophylaxe von Komplikationen, maligeblich einer Early Onset Sepsis
(EONS) einher (35). Durch C-Sektion geborene Kinder sind hauptsidchlich mit fakultativen Anaerobiern
wie Streptokokken, Staphylokokken und Proprionibakterien besiedelt, wohingegen vaginal geborene
Kinder eine der Vaginalflora der Mutter entsprechend grofle Fiille an Lactobacillus spp. aufweisen
(7,34). Es gibt die Annahme, dass das Mikrobiom friihgeborene Kinder sich initial wenig von dem
Reifgeborener (RG) unterscheidet und die Art der Entbindung eine untergeordnete Rolle spielt.
Demnach bewirken die mehrheitlich mit der Frithgeburtlichkeit assoziierten intensivmedizinischen
Behandlungsmafinahmen im Vergleich eine deutlich groferer Beeinflussung des frithkindlichen
Mikrobioms, die sich mitunter in einer Besiedlung des GI-Traktes mit klassischen Oberfldchenmikroben
des Krankenhauses widerspiegelt (34). Als gesichert gilt, dass FG in den ersten Lebensmonaten eine
verstirkte Besiedlung mit Proteobakterien aufweisen, wohingegen bei RG innerhalb der ersten sechs
Lebensmonate ein deutlicher Anstieg der Familien der Bifididobaceriaceae und Bacteroides zu
verzeichnen ist (34). Diese Bakterienfamilien besitzen die Fahigkeit im Rahmen der sogenannten
scolonisation resistance” eine Kolonisation mit pathogenen Bakterien zu verhindern (38). Die
expansive Kolonisation mit Bifidobacteriaceae und Bacteroides, ist bei gestillten Kindern hauptsédchlich
die auf die Zufuhr von HMOs zuriickzufiihren und fiihrt zur Ausbildung eines immunregulatorischen,
antiinflammatorischen Phénotypen, der sich durch hohe Konzentrationen von regulatorischen T-Zellen
und IL-10 und IL-27 auszeichnet (32). Eine geringe Fiille dieser Bakterienstimme fiihrt hingegen zu
einer proinflammatorischen Gewichtung, mit erhdhten Konzentrationen von IL-1, IL-13, IL-17A und
TNF (Tumornekrosefaktor) (32). In Kombination mit miitterlichen HMOs ergeben sich durch eine
Darmbesiedlung mit B.-Stdmmen zusétzliche immunmodulatorische, vorteilhafte Eigenschaften (1.3.1).
Das kindliche Mikrobiom beginnt sich wihrend des ersten Lebensjahres an das von Adulten

anzugleichen und gilt je nach Literatur nach zwei bis drei Jahren (34), oder drei bis vier Jahren als
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ausgereift (36). Da Eubiose und die Funktion des Mikrobioms im Hinblick auf Gesundheit und
Krankheitsentstehung, sowie das Immunsystem eine maligebliche Rolle spielen, wird deutlich wie
wichtig eine ungestorte Etablierung und Reifung insbesondere im frithen Lebensalter ist (34,37). In
Ubereinstimmung hiermit belegen Van Rossum et al. im Rahmen der PRIMAL-Studie den férderlichen
Effekt von Probiotika (Bifidobacterium longum subspinfantis, Bifidobacterium animalis subsp lactis
(BB-12), and Lactobacillus acidophilus (La-5)Bifidobacterium und Lactobacillus) innerhalb der ersten
48 Lebensstunden im Sinne einer Eubiose des friihkindlichen Mikrobioms (39).

1.4. Auswirkungen von Antibiotika auf das friihkindliche Mikrobiom

Das kindliche Mikrobiom gilt in den ersten drei Lebensjahren als ,,dynamisch® (35). Nichtsdestotrotz
sind aktuellen Studien zufolge die ersten Wochen im Leben eines Neugeborenen fiir die Entwicklung
und Reifung des frithkindlichen Mikrobioms maBgeblich (37). Storungen innerhalb dieser Periode
kénnen zu intestinalen Dysbiosen, die mit einer Dauer von 12 Monaten (37) bis zu zwei Jahren
einhergehen, nachgewiesen werden (36) und auBlerdem zu einem gesteigerten Langzeitrisiko fiir
entziindliche Prozesse fiihren. Als urséchlich fiir die Entstehung solcher Dysbiosen wird maBgeblich
eine frithzeitige Antibiotikazufuhr betrachtet (35-37). Eine grofle Herausforderung stellt, insbesondere
in der vulnerablen Gruppe der FG, aber auch generell fiir reifgeborene Kinder, die antibiotische
Verhinderung einer Early Onset Sepsis dar (EONS). Ungefdhr 10 % aller Neugeborenen werden
aufgrund einer vermuteten Early Onset Sepsis innerhalb der ersten 48 Lebensstunden antibiotisch
abgedeckt (37). In Anbetracht der routineméfigen Verwendung von Breitbandantibiotikakombinationen
wie Amoxicillin und Cefotaxim, oder Ampicillin und Gentamycin wirken die Kombinationen jeweils
effektiv gegen das Erregerspektrum der EONS, unterscheiden sich aber in ihrer jeweiligen Auswirkung
auf das Mikrobiom. Entscheidend sind hierbei nicht nur die direkten Verdnderungen innerhalb der
Kolonisation, sondern auch deren potenzielle Folgen. Es gibt Studien, die eine Verbindung zwischen
der Aufnahme von Amoxicillin und einer Vermehrung Beta-Laktamase-produzierender
Bakterienstimme, wie den Klebsiellen herstellen konnten (37). Verabreichte Antibiotika (AB) konnten
demzufolge neue Resistenzverhalten von Bakterienstimmen triggern und in der Konsequenz zu
schwerer behandelbaren Erkrankungen im weiteren Verlauf des Lebens fiihren (36). Andere Studien
sehen Hinweise darauf, dass AB in den ersten Lebenstagen mit dem Auftreten einer ,,Late Onset Sepsis*
(LONS) assoziiert sein konnen (35). Zudem gibt es Unterschiede hinsichtlich des Ausmales der
Antibiose-induzierten Verdnderungen innerhalb des Darmmilieus. Die Kombination aus Penicillin und
Gentamycin gilt hierbei als diejenige, welche die vergleichsweise moderatesten Verdnderungen des
Mikrobioms nach sich zieht (34,37). Einer bemerkenswerten These zufolge konnte das frithkindliche
Mikrobiom nach frithzeitiger Antibiose derart in seiner Zusammensetzung verandert sein, dass eine
»Erholung® beziehungsweise eine Riickkehr zum Ausgangszustand nicht mehr moglich ist, womit in
der besagten Studie begriindet wird, dass keine positiven, kompensatorischen Effekte der Muttermilch

auf das Darmmilieu der untersuchten Kinder zu beobachten waren (37). Es wird deutlich, dass es

9



Einleitung

hinsichtlich der genauen Zusammenhidnge, sowie den Kurz- und Langzeitnebenwirkungen einer
Antibiose in den ersten Lebenstagen noch Forschungsbedarf gibt, wenngleich die Beeinflussung der

Kolonisation Mikrobioms durch Antibiotika als unbestritten gilt (34-37).

1.5. Die PRIMAL-Studie

Das PRIMAL-Konsortium (PRimal IMmunity At the beginning of Life bzw. Pragung der Immunabwehr
am Lebensbeginn) ist ein Zusammenschluss aus 18 Kinder- und Jugendkliniken in Deutschland. Der
Verbund verfolgt einen translationalen Forschungsansatz, worunter ein Vorgehen verstanden wurde,
welches Ergebnisse aus der Grundlagenforschung mit klinischen Erkenntnissen verkniipft, um
perspektivisch im klinischen Setting langfristige und individuelle Strategien zur Vermeidung von Darm-
Dysbiosen bei Frithgeborenen etablieren zu konnen. Die Grundlage hierfiir ist die abgeschlossene
PRIMAL-Studie als das Kernstiick der Forschungsinitiative (39). Hervorzuheben ist an dieser
randomisiert und doppelt verblindeten Studie, dass sie multizentrisch, d.h. an verschiedenen Zentren in
Deutschland durchgefiihrt wurde. Die eingeschlossenen Frithgeborenen wurden dahingehend
untersucht, ob und wie sich die Verabreichung von Probiotika (Bifidobacterium longum subsp infantis,
Bifidobacterium animalis subsp lactis (BB-12), and Lactobacillus acidophilus (La-5)) oder Placebo
innerhalb der ersten 48 Lebensstunden auf die Zusammensetzung des Mikrobioms am Ende des ersten
Lebensmonates auswirken (40). Die Analysen der PRIMAL-Studie kommen zu den Ergebnissen, dass
die Verabreichung von Probiotika nicht nachweislich zu einer Reduktion der Anzahl von
multiresistenten Keimen (MDOR+) in der frithkindlichen Darmflora fiihrt. Es konnte auch keine
signifikante Verbesserung des klinischen Outcomes im Hinblick auf Senkung des Risikos fiir das
Auftreten einer Sepsis oder GI-Komplikationen oder ein positiver Einfluss auf die Gewichtszunahme
bei den Frithgeborenen der Probiotika-Gruppe festgestellt werden. Dennoch zeigen die Ergebnisse, dass
die friihzeitige Verabreichung von Probiotika am Ende des ersten Lebensmonates das Mikrobiom eines
Frithgeborenen positiv dahingehend beeinflusst, dass es sich in seiner Komposition der Eubiose eines
reifgeborenen Kindes angleicht (39). Im Rahmen der Studie werden weitere Fragestellungen untersucht,
unter anderem in Freiburg, Heidelberg, Homburg, Mainz, Memmingen und Wiirzburg. Bei
unterschiedlicher ~ Schwerpunktsetzung  und  entsprechend  unterschiedlichen  Verfahren
(Immunmetabolismus, Mikrobiom, Granulozyten, B-Zellen, MDSC und Chipzytometrie) ist ihnen allen
gemein, dass sie darauf abzuzielen, das Potential von Probiotika hinsichtlich einer gesunden Besiedlung
der Darmflora oder der positiven Beeinflussung der Entwicklung des Immunsystems bei Frithgeborenen

zu erfassen. Die vorliegende Arbeit wurde im Rahmen der PRIMAL-Studie durchgefiihrt.

1.6. Impfschema

In Deutschland gilt seit 2020 eine aktualisierte Impfempfehlung der stindigen Impfkommission

(STIKO) fiir die Grundimmunisierung (gegen Tetanus, Poliomyelitis, Diphterie, Hepatitis B,
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Haemophilus influencae Typ b und Pertussis) von Sauglingen. Diese empfiehlt nach dem reduzierten 2
+ 1 Schema zu impfen, welches eine Impfung im 2., 4. und 11. Lebensmonat vorsieht. Fiir FG hat

hingegen weiterhin das 3 + 1 Schema, mit Impfungen im 2., 3., 4. und 11. Lebensmonat Bestand (41).

1.7. Impfstoff

Grundsitzlich kénnen Impfungen einzeln oder kombiniert verabreicht werden. In Deutschland wird fiir
die Grundimmunisierung von Sduglingen die sechsfach-Impfung empfohlen (41), wodurch mit der
Verabreichung einer Impfdosis, ein partieller Impfschutz gegen sechs potenzielle
Infektionserkrankungen vermittelt werden kann (ein vollstdndiger Impfschutz wird nach drei, bzw. vier
Impfdosen-Gaben entsprechend dem STIKO-Schema angenommen). In Deutschland zugelassen sind
laut Paul Ehrlich Institut hierfiir die folgenden Impfstoffe: Hexacima (Sanofi Winthrop Industrie),
Hexyon (Sanofi Winthrop Industrie), Infanrix Hexa (GlaxoSmithKline Biologicals s.a.), Vaxelis (MCM
Vaccine B.V.) (42). In der vorliegenden Studie kamen zwei Impfstoffpriparate der Hersteller
GlaxoSmithKline Biologicals s.a. und Sanofi Pasteur Europe zum Tragen. Beides sind
Kombinationspréparate und schiitzen vor einer Erkrankung an Tetanus, Poliomyelitis, Diphterie,
Hepatitis B, Haemophilus influenzae B und Pertussis und unterscheiden sich nur geringfiigig in ihrer
Zusammensetzung. Hexyon von Sanofi Pasteur Europe enthdlt azellulire Komponenten von
Corynebacterium diphteriae, Clostridium tetani und Bordetella pertussis, rDNA von Heptitis B Viren,
inaktivierte Poliomyelitis Viren und konjugierten Adsorbatimpfstoff von Haemophilus inflenzae. Er ist
zugelassen fiir Sduglinge ab der sechsten Lebenswoche (43). Der Kombinationsimpfstoff Infanrix von
GlaxoSmithKline Biologicals s.a. ist zugelassen fiir Kinder ab der sechsten Lebenswoche und setzt sich
zusammen aus: Diphtherie-, Tetanus-, azelluldren Pertussis-, rekombinanten Hepatitis B (adsorbiert),
inaktivierten Poliomyelitis-, und adsorbierten konjugierten Haemophilus-influenzae-Typ b-

Komponenten (44).

1.8. Ziele der Arbeit

Die Ausbildung und Entwicklung des friihkindlichen Immunsystem beginnt bereits im Mutterleib und
ist beeinflusst von endogenen und exogenen Einflussfaktoren vor-, wéhrend und nach der Geburt. Eine
ungestorte immunologische Entwicklung mit Ausbildung eines physiologischen Mikrobioms gilt als
Voraussetzungen fiir eine gute immunologische Weiterentwicklung und als priaventiver Faktor
gegeniiber ernsthafter Erkrankung, im Kindes-, Erwachsenen-, vor allem aber im Neugeborenalter.
Frithgeboren haben aufgrund ihrer entwicklungsbedingten ,,Unreife” einen besonders vulnerablen
Sonderstatus, der friithzeitige Immunisierungen zur Reduktion des Risikos fiir das Auftreten von
Infektionserkrankungen mit potenziell schweren Verldaufen begriindet. Das Impfschema mit

Immunisierungen im 2., 3., 4., und 11. Lebensmonat wird in Deutschland von der STIKO empfohlen
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Einleitung

und hat sich bewéhrt, somit gilt die Annahme, dass regelrecht durchgefiihrte Immunisierungen zu

erwartbaren Antikorperspiegeln fiihren.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist anhand der klinischen Daten, die iiber den Zeitraum des ersten

Lebensjahres gesammelt wurden und der Verldufe der Plasma-IgG-Antikdrperkonzentrationen zum

Zeitpunkt der Geburt und zu Beginn des zweiten Lebensjahres, folgende Fragstellung zu kléren:

1.

Lasst sich nach Erhalt von drei Dosen eines Konjugatimpfstoffes im Rahmen der
Grundimmunisierung innerhalb des ersten Lebensjahres ein Unterschied in der Hohe der IgG-
Plasma-Antikdrperkonzentrationen zu Beginn des zweiten Lebensjahres bei Frithgeborenen im
Alter von 28 + 0 SSW bis zur 30 + 6 SSW (im Folgenden betitelt als Gestationsklasse 1 (GA1))
und Frithgeborenen im Alter der 31 + 0 SSW bis zur 32 + 6 SSW (im Folgenden betitelt als
Gestationsklasse 2 (GA2)) feststellen?

Lasst sich nach Erhalt von drei Dosen eines Konjugatimpfstoffes im Rahmen der
Grundimmunisierung innerhalb des ersten Lebensjahres ein Unterschied in der Hohe der IgG-
Plasma-Antikorperkonzentrationen zu Beginn des zweiten Lebensjahres zwischen mannlichen und
weiblichen Frithgeborenen feststellen?

Lasst sich nach Erhalt von drei Dosen eines Konjugatimpfstoffes im Rahmen der
Grundimmunisierung innerhalb des ersten Lebensjahres ein Unterschied in der Hohe der IgG-
Plasma-Antikorperkonzentrationen zu Beginn des zweiten Lebensjahres zwischen Frithgeboren
feststellen, die iber eine Dauer von drei, sechs oder zwolf Monaten innerhalb des ersten
Lebensjahres gestillt wurden und ungestillten Kindern?

Lasst sich nach Erhalt von drei Dosen eines Konjugatimpfstoffes im Rahmen der
Grundimmunisierung innerhalb des ersten Lebensjahres ein Unterschied in der Hohe der IgG-
Plasma-Antikdrperkonzentrationen zu Beginn des zweiten Lebensjahres zwischen Frithgeborenen,
die eine Antibiotika-Kombination aus Gentamycin und Ampicillin/Sulbactam, oder eine

abweichende Antibiotikatherapie bzw. keine Antibiotikagabe erhalten haben, feststellen?
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Gerite

In Tabelle 1 sind alle in dieser Arbeit verwendeten Gerdte, Verbrauchsmaterialien und genutzte Software

aufgelistet.

Tabelle 1: Liste der verwendeten Gerite, Verbrauchsmaterialien und genutzte Software

Hersteller

Brandt GmbH + Co KG, Wertheim

Eppendorf SE,

Hamburg/Hummelsbiittel

Greiner Bio-One International GmbH,
Frickenhausen
Greiner Bio-One International GmbH,
Frickenhausen

IBL Germany GmbH, Hamburg

SARSTEDT AG & Co, Niirnbrecht

Tecan Group AG, Minnedorf, Schweiz
Graphpad Software Inc., Boston

Microsoft Corporation
Redmond, USA
neoLab® Migge GmbH, Heidelberg

2.1.2. Chemikalien

Geriit

Einkanal-Mikroliterpipette Transferpette®
10-100 pL, 20-200 pL, 100-1000 pL
Centrifuge 5415R

Centrifuge 5427R

Mehrkanalpipette Xplorer

50-120 Mikroliter

ThermoMixer® C

Zentrifugenrohrchen 15ml
Zentrifugenrohrchen 20ml

96 Well Cell Culture Plate/Zellkulturschalen
Cellstar®

Selbstklebende Abdeckfolie

Pipettenspitzen

Reaktionsgefalie

Infinite® 200 Pro Plate Reader
GraphPad Prism 10

Microsoft Office 2016 (Excel, Word)

Sunlab® Mini Vortex Mixer (SU1900), 3000 UpM

In Tabelle 2 sind alle in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien und ELISA-Kits aufgelistet.
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Tabelle 2: Liste der verwendeten Chemikalien und ELISA-Kits
Hersteller Artikel

BIOZOL Diagnostica Vertrieb GmbH, FicoLite-H

Eching

IBL Germany GmbH, Hamburg Clostridium tetani toxin 5S IgG plus ELISA

IBL Germany GmbH, Hamburg Haemophilus influenzae B IgG ELISA

IBL Germany GmbH, Hamburg Corynebacterium diphtheriae toxin 5S IgG plus ELISA
IBL Germany GmbH, Hamburg Poliovirus IgG ELISA

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Dulbeccos Phosphatgepufferte Kochsalzlosung

Taufkirchen

2.2. Methoden

2.2.1. Studiendesign des PRIMAL Subprojekts 5 in Homburg

Die multizentrische PRIMAL-Studie hat sich zum Ziel gesetzt, die positiven Langzeiteffekte einer
Probiotikatherapie auf die Entwicklung einer gesunden Darmflora und die damit einhergehenden
forderlichen Effekte auf die immunologische Entwicklung bei FG darzustellen (Abschnitt 1.5). Die
Universitét des Saarlandes in Homburg ist Teil des PRIMAL-Konsortiums. Basierend auf Blutproben
von Frithgeborenen aus der Probandenkohorte der PRIMAL-Studie am Studienzentrum der Universitit
in Homburg wurde die frithkindliche Immunantwort im Sinne der B-Zell Reaktion mit Ausbildung
spezifischer Antikorper auf einen Immunstimulus (hier sechsfach Konjugatimpfstoff: Infanrix hexa von
GlaxoSmithKline und Hexyon von Sanofi Pasteur) charakterisiert. Hierzu wurde die akute,
unspezifische Reaktion von Friihgeborenen innerhalb der ersten drei Lebenstage (LT) und die
langfristige, adaptive Immunantwort zu Beginn des zweiten Lebensjahres (LT 365) nach Erhalt von drei

Impfdosen im Sinne der Grundimmunisierung untersucht und analysiert.

Folgende Einschlusskriterien mussten erfiillt sein:

e Kein kritischer Allgemeinzustand, keine gastrointestinalen Fehlbildungen, Impffahigkeit

e Alter von 28 + 0 Schwangerschaftswoche (SSW) — 32 + 6 Schwangerschaftswoche (SSW)

e Nach Einschluss in die Studie: Orale Verabreichung von Probiotika (Bifidobacterium (B.)
animalis subsp. lactis =BB-12, B. longum subsp. infantis, Lactobacillus acidophilus = La-5;
5x109 CFUs/strain) oder Placebo innerhalb der ersten 48 Lebensstunden, danach einmal téglich
flir 28 Tage
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e Entnahme der Blutproben am Tag des Einschlusses, am 30. Lebenstag (LT 30) und im
korrigierten Alter von einem Jahr (LT 365)

Das Screening erfolgte innerhalb der ersten 48 Lebensstunden. Die Probanden wurden in die folgenden
zwei Gruppen unterteilt: “Friihe” FG (Gestationsklasse GA1), d.h. im Alter zwischen der 28 + 0 SSW
bis zur 30 + 6 SSW und “spite” FG (Gestationsklasse GA2) im Alter zwischen der 31 + 0 SSW bis zur
32+ 6 SSW.

Im Rahmen der PRIMAL-Studie wurden auflerdem Blutproben von Kindern aus dem Studienzentrum
Homburg zu den Zeitpunkten LT 1 und LT 365 genommen und ein moglicher Einfluss von
Gestationsalter, Geschlecht, die Erndhrung mit Muttermilch und die Verabreichung von Antibiotika auf

die adaptive Immunitét von Frithgeborenen untersucht.

A LA
U0 oY

+ Leébenstagl-3
A Lebenstag D Blutentnahme * _ Leb:st::Sﬁ-'- Q Lebensmonat % Impfung

Abbildung 1: Zeitlicher Verlauf der Blutentnahmen und Impfungen Friihgeborener im ersten Lebensjahr
Die Blutentnahmen 1-4 (gelbe Wimpel) zur Bestimmung der Plasma-Antikdrperspiegel mittels ELISA innerhalb des ersten
Lebensjahres (oberer Pfeil) erfolgten zu folgenden Zeitpunkten: Lebenstag (LT) 1, 30, 56 und 365 (graue Dreiecke).

LT 1 entspricht hierbei dem Zeitraum der ersten Lebenstage nach Einschluss in die Studie, LT 365 entspricht dem korrigierten
Alter von 12 Lebensmonaten +/- 2 Lebensmonate. Der untere Pfeil stellt die vier sechsfach-Impfungen (graue Blitze) innerhalb
der ersten zwolf Lebensmonate nach dem, von der STIKO fiir Frithgeborene empfohlenen Impfschema, im 2.,4., 6. Und 11.
Lebensmonat (graue Fiinfecke) dar.

Das der Studie zugrundeliegende Untersuchungsprotokoll, einschlieBlich der Nachuntersuchung im
Alter von 12 Monaten, der Methoden zur Probenentnahme und der Datenanalyse, sowie die
Begleitstudien wurden von der zustindigen Ethikkommission der teilnehmenden Partnerinstitutionen
des PRIMAL-Konsortiums (Universitétskliniken Freiburg, Heidelberg, Homburg, Liibeck, Mainz und

Tiibingen), und den weiteren an der multizentrischen Studie teilnehmenden Kliniken und Laboren
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gepriift und zustimmend bewertet. Die Sorgeberechtigten der Probanden gaben zum Zeitpunkt des

Einschlusses ihr schriftliches Einverstidndnis fiir folgende Prozeduren:

e Korperliche Nachuntersuchung im Alter von 12 Monaten (zur Evaluation langfristiger Effekte im
Rahmen der Studie voraussichtlich zusdtzlich im Alter von 5 und 10 Jahren).

e Drei Blutentnahmen zu definierten Zeitpunkten, Kryokonservierung der Blutproben zur spéteren
Verwendung.

o Ausfiillen von CRF-B6gen zu drei definierten Zeitpunkten innerhalb des ersten Lebensjahres.

e Erfassung des Impfstatus und Fiihren eines Elterntagebuches.

e Zeitlich unbegrenzte Verwendung von Blutprobenresten (ausschlieBlich im Rahmen der Studie).

2.2.2. Ethikantrag

Die Ethikkommission der Universitit zu Liibeck (Aktenzeichen 17 130) hat am 07.07.2017, die
Ethikkommission bei der Arztekammer des Saarlandes (Aktenzeichen 275 17) hat am 22.12.2017 der

Studie mit Votum zugestimmt.

2.2.3. Blutentnahmen und Separation von Plasma

Die Blutplasmaproben, die fiir diese Arbeit analysiert wurden, wurden den Probanden der fortlaufenden
PRIMAL-Studie entnommen, an welcher die Klinik fiir Allgemeine Padiatrie und Neonatologie der
Universitidt des Saarlandes seit April 2018 partizipiert. Durch geschultes Personal wurden die
Blutplasmaproben im Rahmen medizinisch notwendiger Entnahmen / stationdren Routinelabors mittels
standardisierten Verfahrens zur vendsen Blutentnahme gewonnenen.

Die Plasmaproben von maximal 1,5ml wurden in EDTA-R6hrchen entnommen und anschlieBend im
Verhéltnis 1:1 mit einer Phosphat-gepufferten Kochsalzlosung verdiinnt und auf ein Medium zur
Isolierung von Lymphozyten aufgetragen (FicoLite-H, Linaris biological products, Dossenheim,
Germany). Dieses Medium wurde bei 300 x g fiir 15 Minuten zentrifugiert, um die festen-, von den
fliissigen Blutbestandteilen zu trennen und als Resultat das fliissige Plasma unmittelbar bei -80°C bis

zur weiteren Verwendung einzufrieren.

2.2.4. ELISA

Die Blutplasmaproben wurden zu den Zeitpunkten LT 1 und LT 365 entnommen. Hierdurch sollen die
Plasma-Antikdrperkonzentrationen zum Zeitpunkt der Geburt und nach dem ersten Lebensjahr, d.h.
nach der Verabreichung mehrfacher Impfdosen abgebildet werden. Die {iiber die Dauer des
Rekrutierungszeitraumes entnommenen Proben konnten durch das Verfahren der Kryokonservierung
erhalten werden und waren somit fiir Messungen im Kontext dieser Arbeit auch zu einem spiteren

Zeitpunkt noch reprasentativ.
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Das gingige Verfahren des Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) basiert auf dem Prinzip der
Komplexbildung zwischen in Proben enthaltenen Antikdrpern und zuvor auf einer Mikrotiterplatte
aufgebrachten Antigenen. Es gibt verschiedene ELISA-Verfahren, im vorliegenden Fall wurden
indirekte ELISAs verwendet. Bei diesem Verfahren wird zunichst- wie bei einer direkten ELISA- ein
primdrer Antikorper einer Antigen-enthaltenden Probe, die auf eine Microwellplatte immobilisiert
wurde, zugegeben. Die Antikérper binden an die Antigene und es kommt zu einer Komplexbildung.
AnschlieBend wird ein sekundérer Antikorper bzw. ein Konjugatstoff hinzugegeben, der ebenfalls an
den Komplex aus Antigen und Primér-AK bindet und ihn hierdurch markiert. Die Konzentration der
AK wird dann mittels Extinktionsmessung und Standardkurve quantifiziert. Bei der Testdurchfithrung
wurden die Arbeitsschritte gemél der Arbeitsanleitung des Herstellers IBL International GmbH,
Hamburg, Germany durchgefiihrt und werden folgend zusammengefasst beschrieben:

Die kryokonservierten Proben werden auf Eis aufgetaut und im Verhiltnis 1: 100 mit
Probenverdiinnungspuffer verdiinnt. Anschliefend werden je 100 uL des Standards in die Wells der
antigenbeschichtete MTB (Mikrotiterplatte) gemdll Plattenbelegungsplan pipettiert, wobei
Substratleerwert, Standard und Kontrollen parallel erfasst werden. Die Proben werden abgedeckt bei 37
+/- 1°C fiir 60 min inkubiert und dann dreimal mit 300 uL. Waschpuffer gewaschen. Im Anschluss
werden 100 uL Konjugat in jedes Wells, auller dem zur Leerwertbestimmung, gegeben und es erfolgen
weitere drei Waschschritte. Hiernach werden 100 uL TMB-Substratlosung in alle Wells pipettiert und
die Platte fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur (20 — 25°C) inkubiert. Hierbei findet unter enzymatischer
Reaktion eine Blaufarbung statt. Nach Ablauf der 15 Minuten werden 100 pL Stopplésung, in der
gleichen Pipettierreihenfolge und mit den gleichen Zeitintervallen wie bei der Zugabe der TMB-
Substratlosung, in die Wells gegeben, wodurch ein Farbwechsel von blau nach gelb stattfindet. Die
Extinktion der Losung eines jedem Wells wird bei 450/620 nm mittels Tecan 200 Pro M Plex
Multimode-Platten-Reader / Infinite M Plex® (Tecan Austria GmbH; Grodig, Austria) gemessen.
Hierfiir wird mithilfe des Substratleerwertes der Nullabgleich vorgenommen. Nach der Kalibrierung
wird die Extinktion aller Kavitéten bei 420 nm gemessen. Aus den drei technischen Replikaten wird der
Mittelwert der Extinktionswerte berechnet. Zur Quantifizierung der Messergebnisse wird eine
Standardkurve erstellt, anhand derer die Extinktionswerte der Standards gegen ihre entsprechende
Konzentration aufgetragen werden. Die hierdurch ermittelten Antikdrperkonzentrationen wurden mit
den vom Testhersteller angegebenen, protektiven Schwellenwerten im Sinne einer verldsslichen
Immunitit verglichen. Messfehler durch einen Verdiinnungseffekt der Blutproben im Rahmen des
Plasmaficollverfahrens konnten durch Gegenproben mit addquaten Vergleichswerten und

Messergebnissen nach ausgeschlossen werden.
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2.2.5. Interpretation der Ergebnisse und Empfehlungen [IU/mL] des Herstellers Tecan

IBL Germany

Grenzwerte Tetanus Toxin

Tabelle 3: Tetanus toxin 5S IgG plus ELISA
Tecan Arbeitsanleitung Tetanus toxin 5S IgG plus ELISA (45)

< 0,01 IU/mL

kein Schutz, keine Immunitét

0,01- 0,1 IU/mL

Kein Antikorperspiegel oder kein verlédsslicher Schutz vor Infektion!

Grundimmunisierung  oder  Auffrischimpfung und Kontrolle des

Antikorperspiegels nach 4 - 6 Wochen empfohlen.

0,11 -0,5 IU/mL

Verlasslicher Schutz vor Infektion!

Auffrischimpfung und Kontrolle der Antikorperspiegel nach 4 — 6 Wochen

empfohlen.

0,51 — 1,0 IU/mL

Verlésslicher Schutz vor Infektion!

Antikorperspiegel nach 2 Jahren erneut kontrollieren, Auffrischimpfung nicht

erforderlich.

Hinweis: Auffrischimpfungen bei einer Antikdrperkonzentration > 0,5 IU/mL

konnen zu Nebenwirkungen fiihren.

1,1 - 5,0 IU/mL Bereich des Langzeitschutzes!
Kontrolle nach 5 — 10 Jahren.
> 5,0 IU/mL Bereich des Langzeitschutzes!

Kontrolle nach 10 Jahren empfohlen.

Grenzwerte Diphterie Toxin

Tabelle 4: Diphtheria toxin SS IgG plus ELISA
Tecan Arbeitsanleitung Diphtheria toxin 5S IgG plus ELISA (46)

< 0,01 IU/mL

Kein protektiver Antikdrperspiegel!

Grundimmunisierung empfohlen!

0,01 — 0,09 IU/mL

Kein verlasslicher Schutz vor Infektion!

Auffrischimpfung empfohlen!

0,1 —1,0 IU/mL

Verlasslicher Schutz vor Infektion!
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> 1,0 IU/mL Verlésslicher Langzeitschutz!

10 Jahren nach der letzten Impfung wird eine Kontrolle und

Auffrischungsimpfung empfohlen.
Es wird empfohlen sowohl die Basis- als auch die Auffrischimpfung

4 bis 6 Wochen nach der Impfung zu kontrollieren und die Ergebnisse im

Impfpass zu vermerken.

Grenzwerte Hamophilus influenzae

Tabelle 5: Haemophilus influenzae B IgG ELISA
Tecan Arbeitsanleitung Haemophilus influenzae B IgG ELISA (47)

> 1.0 pg/mL Ausreichend natiirlicher oder nach der 3. Impfung erworbene Immunitét

0.15und 1.0 pg/mL Nachgewiesener Kontakt mit dem Kein

<0.15 pg/mL Kein ausreichender Schutz gegen Haemophilus influenzae Typ B

Quantitative Auswertung Poliomyelitits Virus IgG
Tecan Arbeitsanleitung Poliovirus IgG ELISA (48):
In der Gebrauchsanleitung des Herstellers IBL finden sich fiir das Poliomyelitis Virus IgG ELISA Kit

keine vergleichbaren Angaben. Der Hersteller benennt einen Wert von 10 IU/ml als sog. ,,Cut-Off™.
Bereiche von +/- 20 % um diesen Wert stellen laut Hersteller einen Graubereich dar, das hei3t Werte

zwischen 8-12 IU/ml werden als grenzwertig hinsichtlich eines bestehenden Impfschutzes definiert.

2.2.6. Case Report Files

Zur Einordnung und Auswertung der experimentellen Daten wurden zusétzlich klinische Daten erhoben
und analysiert. Zu diesem Zweck wurden im Rahmen der PRIMAL Studie standardisierte Case Report
Files (CRF- Bogen) konzipiert. Diese ermoglichen den zustindigen Studiendrzten zu den Zeitpunkten:
LT 1, LT 30 und zum Zeitpunkt der Entlassung, die, innerhalb des entsprechenden Zeitraumes fiir die
Studie bedeutsamen Daten zu erfassen. Die Daten des CRF fiir LT 365 sind in eine korperliche
Untersuchung und ein elterliches Interview gegliedert. Fiir das Interview war ein telefonisches Gespréch
mit einem der Studiendrzte oder das eigenstdndige Ausfiillen durch einen Elternteil und die postalische
Zusendung an das das Zentrum fiir Pédiatrie und Neonatologie des Universitdtsklinikums vorgesehen.
Der Kopf der CRF-Bogen ist den Kontaktdaten von Kind und Sorgeberechtigten vorenthalten und weist
den Zeitpunkt der Erfassung, das Geburtsdatum, die ID des Zentrums innerhalb dessen das Kind
eingeschlossen wurde und die anonymisierte Probanden-ID aus. Die siebenstelligen IDs setzen sich aus
einer zufdlligen Durchnummerierung der Probanden zusammen und kodieren mitunter fir das

Geschlecht (zweite Ziffer: 1 fir ménnliches FG, 2 flir weibliches FG) und die Gestationsklasse (drite
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Ziffer: 7 ,frithes* FG, 8 ,,spates” FG). Der ,,Baseline-CRF“ um LT 1 und der CRF-Bogen zum priméren
Endpunkt bestétigen, dass die Einschlusskriterien erfiillt sind, die Biosamplings der Studienproben
erfolgt sind und die Studienpriparate verabreicht wurden. Allen Bogen ist die Erfassung von Gré8e und
Gewicht der Probanden gemein, wohingegen sich die sonstigen klinischen Fragestellungen am
zeitlichen Verlaufund entsprechend der Entwicklung des Kindes orientieren. Demnach konzentriert sich
der erste CRF-Bogen auf Angaben zu Mutter und Geburt, beispielsweise, ob eine Mehrlingsgeburt
vorlag, die Art der Entbindung und ob pré- oder peripartal Komplikationen vorlagen, wihrend mithilfe
des zweiten CRF- Bogens, zum priméren Endpunkt der Studie, hauptsidchlich Angaben zur (intensiv-)
medizinischen Versorgung wihrend des stationédren Klinikaufenthaltes erfasst wurden. Zu nennen wére
hier exemplarisch: Das zum Tragen kommen invasiver Verfahren und/oder antibiotischer Therapien,
sowie nutritiver Aspekte, im Hinblick darauf, ob die Probanden Muttermilch oder Formula Nahrung
erhielten. Aspekte der parenteralen Erndhrung oder des Sondierens wurden nicht erfasst. Fiir den
Zeitpunkt LT 365 war ein elterliches Interview vorgesehen, welches mithilfe des vorbereiteten
Fragebogens eigenstiandig ausgefiillt oder in einem Interview mit einem Studienarzt beantwortet werden
konnte. Zusétzlich fand eine korperliche Untersuchung durch den Studienarzt statt. Insbesondere in der
Auseinandersetzung mit den Fragestellungen dieser Arbeit, ist die Einordnung der experimentellen
Daten in den, durch die klinischen Daten des Interviews zum Zeitpunkt LT 365 konzipierten
Gesamtkontext, von grofler Bedeutung. Neben der Erfragung, ob fiir den Zeitpunkt des sekundédren
Endpunktes der Studie eine Blutprobe vorlag, wurde der allgemeine klinische Verlauf des Kindes in der
zweiten Hailfte des ersten Lebensjahres, mitunter Infekthdufigkeit, Medikamenteneinnahme,
Krankenhausaufenthalte, Allergien und allgemein gesundheitsassoziierte Lebensumstéinde
dokumentiert. Weiterhin wurde erfasst welche Impfungen zwischen dem sechsten und zwdlften
Lebensmonat verabreicht wurden. Hierbei ist zu betonen, dass sich in dem Interview im Abschnitt der
Impfdatenerfassung die Formulierung ,,gemifl STIKO* findet. Im Laufe der Datenauswertung stellte
sich diesbeziiglich heraus, dass eine gesonderte Uberpriifung der angegebenen Impfdaten notig war, um
diese folgerichtig einordnen zu kdénnen (Abschnitt 2.2.7). Im Rahmen der Fragestellungen der
vorliegenden Arbeit war die Analyse und Interpretation der experimentellen Daten im Verlauf des ersten
Lebensjahres in der Zusammenschau mit den klinischen Daten zu: Impfangaben, Erhalt einer
antibiotischer Therapie(n), verwendete Antibiose(n), Art der Nutrition und deren Dauer von Interesse,
um Aussagen zu bestechenden Wechselwirkungen zwischen den genannten Faktoren und der
immunologischen Ausreifung- im Sinne der Immunantwort -zum Ende des ersten Lebensjahres- treffen

zu konnen.
2.2.7. Telefoninterviews, Vervollstindigung und Re-evaluation klinischer Angaben zum
Impfstatus

Wihrend des Auswahlprozesses der, in dieser Arbeit zu analysierenden klinischen Daten, aus der

Gesamtheit der Datensidtze der PRIMAL-Studie, wurde ersichtlich, dass der Beantwortung der
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Fragestellungen dieser Arbeit, eine Vervollstindigung der bereits vorliegenden Impfdaten durch die
Erhebung zusétzlicher Angaben zutriaglich wire. Dazu wurden die bereits erhobenen Daten mithilfe von
Detailangaben zu: Anzahl der Impfungen im ersten Lebensjahr, exakte Zeitpunkte der Immunisierungen
und verwendete Impfstoffe vervollstindigt. Zu diesem Zweck erfolgte meinerseits eine telefonische
Abfrage der Eltern hinsichtlich ihrer Bereitschaft und dem Einverstindnis der Zusendung einer
Fotokopie des Impfpasses ihres/r Kinder an das Zentrum in Homburg. Die Fotokopien der Impfpésse
wurden anonymisiert und die neuen Daten dokumentiert, eingeordnet und in die laufende Analyse

eingebunden.

2.2.8. Statistik

Unverbundene Daten wurden mittels Mann-Whitney-U Test verglichen, verbundene Daten mittels
Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test. Das Signifikanzniveau o lag bei 5%. Asteriske in den Abbildungen
indizieren Signifikanzen wie folgt: * = p <0,05; ** =p < 0,01; *** =p < 0,01. Bei Stichprobengréen
n <9 wurde auf eine schlieBende Statistikverfahren verzichtet. Zentralmalle zeigen den Median, welcher

sofern nicht explizit erwéhnt, zur Datenbeschreibung herangezogen wird.
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3. Ergebnisse

3.1. Probanden-Demographie

Die PRIMAL-Studie wurde vorangehend bereits hinsichtlich ihrer Zielsetzung und des Studiendesigns
beschrieben (1.5). Der Rekrutierung der Probanden lag ein Auswahlverfahren zugrunde, welches die
Erfiillung spezifischer Einschlusskriterien erforderte. Maflgeblich war ein Gestationsalter zwischen der
28 + 0 — 32 + 6 Schwangerschaftswochen (SSW), ein Einschluss innerhalb der ersten 48 Lebensstunden
und die Einwilligung der Sorgeberechtigten. Ausgeschlossen wurden schwerstkranke Frithgeborene
(FG) mit, oder ohne gastrointestinale Fehlbildungen, der Notwendigkeit einer chirurgischen
Intervention und/oder Vorliegen einer Nekrotisierenden Enterokolitis (NEC). Hieraus resultierte ein
Pool an 622 Probanden deutschlandweit. 83 der 622 Probanden wurden im Studienzentrum der Klinik
fiir Padiatrie und Neonatologie der Universitdt des Saarlandes eingeschlossen (

Abbildung 2). Es kam aus unterschiedlichen Griinden (Verlegung in ein anderes padiatrisches Zentrum,
Verabreichungsfehler der Probiotika/Placebos und Riickzug der Einwilligung) zum nachtréglichen
Ausschluss drei weiterer FG. Zum primiren Endpunkt an Lebenstag 30 (LT) reduziert sich die
Probandenanzahl um zwei weitere FG, zum Zeitpunkt des sekundéren Endpunktes an LT 365 nehmen
52 FG an den vorgegebenen Folgeuntersuchungen teil. Die Forschung in der Klinik fiir Allgemeine
Pédiatrie und Neonatologie der Universitidt des Saarlandes am Standort Homburg ist Teil der
multizentrischen PRIMAL-Studie und untersucht schwerpunktméBig die B-Zellreaktion Frithgeborener
auf die Grundimmunisierung (Konjugatimpfstoffe gegen Tetanus, Polio, Diphterie, HiB und Pertussis
und Hepatitis B) vor dem Hintergrund einer Probiotika- oder Placebo Behandlung. Hierfiir wurden die
akute, unspezifische Immunantwort an LT 1 und die ldngerfristige adaptive Immunantwort an LT 365
charakterisiert. Die vorliegende Arbeit analysiert die mittels ELISA gemessenen IgG-Plasma-
Antikorperkonzentrationen vor dem Hintergrund des Einflusses des Gestationsalters, des Geschlechts
und des Stillens. Durch nachtraglich nicht mehr verwertbare Blutproben, sowie nicht mehr feststellbarer
klinische Daten und ungeimpfte Probanden reduziert sich die finale Anzahl an Probanden fiir die
Analysen dieser Arbeit auf 39 Frithgeborene (

Abbildung 2).
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Rekrutierungszeitraum der
PRIMAL Studie an der Klinik fiir
Pidiatrie- und Neonatologie des
Universitiitskliniknm des

Saarlandes vom 05/2018 — 05/220
T

EinschlussKkriterien:

* Weibliches oder
ménnliches
Frithgeborenes jeden
ethnischen
Hintergrundes
Gestationsalter 28+0 —

3246 Schwangerschafts-

Ausschlusskriterien:

.

Lebensbedrohliche
Fehlbildungen
Schwere
gastrointestinale
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eine chirurgische
Intervention innerhalb
der ersten 20-30

Griinde fiir Nichtteilnahme an der Studie:

* Keine schriftliche Einwilligung (n =41)

* Teilnahme an einer anderen Studie (n = 15)
« Kritischer klinischer Zustand (n =4)

+ Fehlende Biosamples (n=75)

* Tod(n=1)

83 eingeschlossene Patienten

52 Patienten nahmen an den

Folgeuntersuchungen im (korrigierten)

Alter von 12 Monaten teil

Nachtriiglicher Ausschluss
Riickzug der Einwilligungserkldrung (n =1),
Verlegung in anderes pédiatrisches Zentrum

(n=1). Verabreichungsfehler bei der

Bestimmung der Plasma IgG
Antikérp erspiegel
am 1. Lebenstag (LT 1) und am
365. Lebenstag (LT 365)

woche (SSW) Tebenstane erfrasrlich G A TS R =1 Clostridium tetani Toxin
 Einschluss in Studie 2 (n=38)

: machen

innerhalb der ersten 48 g :

e « Vorliegen einer

: .ns. e nekrotisierenden Coryne bacteriacea diphteriae

* S.chrl.ftl.lche Enterokolitis oder einer 80 Patienten erfiillen Einschlusskriterien (n=238)

Einwilligungserklarung L

der Sor; Lebe;'echtizten i el G, S

8 = einer hohen Sterblichkeit Poliomyelitis Virus
innerhalb der ersten 48 (n = 38)

Stunden assoziiert ist 78 Patienten am primiiren Endpunkt der

Primal Studie (30. Lebenstag)

Haemophilus Influencae

(n=38)

Abbildung 2: Fluidiagramm zum Ablauf der Rekrutierung der Probanden fiir die vorliegende Arbeit

Dargestellt ist das Auswahlverfahren, die die Einschlusskriterien, sowie Angaben zum nachtréglichen Ausschluss fiir die
Frithgeborenen in der Probandenkohorte. Aus dem urspriinglich iibergeordneten Probandenpool nach den Kriterien der
PRIMAL-Studie wurde unter Beriicksichtigung der Fragestellung der vorliegenden Arbeit eine Untergruppe aussondiert. Die
Probandenanzahl dieser Untergruppe wurde reduziert um die Anzahl derjenigen Probanden, fiir welche bei Erfiillung der
Einschlusskriterien, entweder nicht drei Immunisierungen bis zum LT 365 erfolgt waren und/oder keine verwertbaren
Blutproben und deren Plasma-Antikdrperbestimmung zu den definierten Zeitpunkten Lebenstag 1 und Lebenstag 365 vorlagen.

Das Probandenscreening erfolgte innerhalb der ersten 48 Lebensstunden. Die Geschlechterverteilung
war nahezu ausgewogen mit 19 ménnlichen und 20 weiblichen FG (Tabelle 6). Es erfolgte eine
Unterteilung der Probanden in “frithe” FG der Gestationsklasse 1 (GA1), d.h. im Alter zwischen der 28
+ 0 SSW bis zur 30 + 6 SSW und “spéten” FG der Gestationsklasse 2 (GA2) im Alter zwischen der 31
+ 0 SSW bis zur 32 + 6 SSW. Hierbei lag das Verhiltnis von FG der GA1 zu FG der GA2 bei 24:15
(Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden werden.). Innerhalb der Gestationsklassen lag das
Verhiltnis von ménnlichen zu weiblichen FG in der GA1 bei 1:1 in der GA2 bei 3:5. Weiterhin wurde
zwischen gestillten und nicht gestillten Kindern unterschieden, hierbei lag das Verhiltnis bei zwolf
gestillten zu neun nicht gestillten Kindern. Bei sieben Kindern waren keine ausreichenden Angaben zum
Stillverhalten der Mutter zu eruieren. In der Gruppe der gestillten Kinder lag das Geschlechterverhéltnis
zwischen ménnlichen und weibliche FG bei 6:5. Innerhalb dieser Gruppe wurde eine weitere
Differenzierung anhand der Stilldauer vorgenommen: Zwolf der 22 FG wurden ab dem ersten Lebenstag
gestillt, zehn Kinder wurden bis zum dritten, bzw. sechsten Lebensmonat gestillt, bis zum zwolften

Lebensmonat wurden zwei Kinder gestillt.
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Tabelle 6: Demographie der Friihgeborenen
Dargestellt ist die Zusammensetzung der Probanden, aufgeschliisselt nach Geschlecht, Gestationsalter zu den Zeitpunkten der
Blutentnahmen an Lebenstag 1 und Lebenstag 365, der zugeordneten Gestationsklasse, der Stilldauer innerhalb der ersten zw6lf
Lebensmonate, sowie die zeitlichen Abstdnde zwischen den ersten drei Grundimmunisierungen und Aspekte der postpartalen

Antibiose-Therapie.

Stillverhalten

Demographie Total Maénnlich Weiblich
[absolute Anzahl] 38 18 20
Gestationsalter am 1. Lebenstag Minimum 197 204 197
[Tage] Maximum 230 230 228
Median 213.5 217 212.5
Gestationsalter zum Zeitpunkt der | Minimum 410 410 417
Blutentnahme (BE) am  365. Maximum 505 472 505
Lebenstag
Median 457 441 461
[Tage]
Gestationsklasse GA 1 24 12 12
[SSW, Schwangerschaftswoche] [28+0 - 30+6 SSW]
GA 2 15 6 10
[31+0 - 32+6 SSW]
Gestillte Frithgeborene 22 12 10
[absolute Anzahl]
Stilldauer Muttermilch ab dem 1. | 12 5 7
[absolute Anzahl] Lebenstag
Muttermilch bis zum 3. | 10 7 3
Lebensmonat
Muttermilch bis zum 6. | 10 3 7
Lebensmonat
Muttermilch bis zum | 2 2 0
12. Lebensmonat
Ungestillte 9 4 5
Frithgeborene
Keine Angaben zum |7 2 5
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Zeitliche  Abstinde  zwischen 1, 2. und 3. 38 18 20
Grundimmunisierung
[absolute Anzahl]
1 Monat, 1 Monat 10 6 4
1 Monat, 2 Monate 4 1 3
2 Monate, 1 Monat 11 5 6
2 Monate, 2 Monate 3 2 1
Andere 9 4 5
Keine Angaben 1 0 1
Postpartale Antibiotikatherapie 38 18 20
[absolute Anzahl]
Antibiosekombination | 26 13 13
aus Gentamycin und
Ampicillin/Sulbactam
Antibiosekombination | 7 2 5
aus Gentaycin,
Ampicillin/Sulbactam
und zusitzlicher
Antibiose
Antibiosekombination | 5 3 2
Gentamycin und
Alternativantibiose
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3.2. Analyse der Plasma-IgG-Antikorperkonzentrationen

3.2.1. Plasma-Antikorperspiegel Friithgeborener in den ersten Lebenstagen

Es wurden die Plasma-Antikorperspiegel der Kinder in Gestationsklassen GA1 (GA1: 28 +0-30+ 6
SSW) mit denen der Kinder in GA2 (GA2: 31+ 0-32+ 6 SSW) an LT 1 verglichen, um Abweichungen
festzustellen, welche auf die mit der Dauer der Schwangerschaft ansteigende Hohe miitterlicher IgG-
Plasma-Antikorper (AK) zuriickgefiihrt werden kdnnen (Abbildung 3). Die Plasma-Antikorperspiegel
gegen das Tetanus Toxin (Abbildung 3A) unterschieden sich in den beiden Gestationsgruppen nicht
signifikant voneinander. Fiir die jiingere Altersgruppe (GA1) lag der Median bei 0,218 IU/ml und fiir
die altere Altersgruppe (GA2) bei 0,273 IU/ml. Kinder der GA1 lagen im Bereich der Minimal- und
Maximalwerte jeweils unter, bzw. iiber den Plasma-Antikorperspiegeln in der GA2. Fiir die
Antikorperkonzentrationen gegen das Corynebacterium diphteriae (Diphterie) Toxin zeigten
Frithgeborene (FG) der GA1 sowohl niedrigere Minimal-, als auch hohere Maximalwerte (Abbildung
3B). Die Mediane der Werte wichen deutlicher auseinander und lagen in der GA 1 bei 0,042 IU/ml und
in der GA2 bei 0,111 IU/ml Auch die Plasma-Antikorperspiegel gegen Poliomyelitis Antigene wurden
fiir beide Gestationsklassen/Altersgruppen fast auf demselben Niveau gemessen (Median GA1: 11,25
IU/ml; Median GA2: 11,68 IU/ml) (Abbildung 3C). Die Werte verteilten sich dhnlichen tiber die 25. bis
75. Perzentile. Deutlichere Abweichungen fanden sich im Bereich der Minimal- und vor allem der
Maximalwerte, fiir die in der GA1 jeweils hohere Werte gemessen wurden als in der GA2. Die Plasma-
Antikorperspiegel gegen Haemophilus influenzae B (HiB) Antigene unterschieden sich im Median in
der GA1 mit einem Wert von 0,536 IU/ml um 0,2092 von dem Medianwert in der GA2 0,326 IU/ml
(Abbildung 3D).
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Abbildung 3: Plasma-IgG-Antikorperspiegel in den ersten Lebenstagen Friihgeborener mit
unterschiedlichem Gestationsalter.

Plasma-Antikorperkonzentrationen von (A) Tetanus Toxin (Tetanus, griin), (B) Corynebacterium diphteriae toxin (Diphterie,
blau), (C) Poliomyelitis Virus (Polio, lila) und (D) Haemophilus influenzae (HiB, orange) wurden im Rahmen der PRIMAL-
Studie mittels ELISA vergleichend bei Frithgeborenen mit Gestationsalter 28 + 0 — 30 + 6 SSW (GA1, n = 25) und
Gestationsalter 31 + 0 —32 + 6 SSW (GA2, n = 13) im Plasma bestimmt. Gestationsaltersklassen (GA1; GA2) geben die Dauer
der Schwangerschaft in Schwangerschaftswochen (SSW) an. Der Plasmaiiberstand wurde aus EDTA-Blutproben nach
Dichtegradientenzentrifugation gewonnen. Punkte zeigen individuelle Daten, Balken innerhalb der Punktwolken zeigen den
Median. P-Werte wurden mittels Mann-Whitney-U-Test erhoben (Signifikanzniveau a < 0.05), ns = nicht signifikant.

3.2.2. Plasma-Antikorperspiegel Frithgeborener nach Vollendung des ersten

Lebensjahres (LT 365)

Es wurden die Plasma-Antikorperspiegel der Kinder in Gestationsklassen GA1 (GA1: 28 +0-30+6
SSW) mit denen der Kinder in GA2 (GA2: 31 + 0 — 32 + 6 SSW) an LT 365 verglichen, um zu
untersuchen, ob sich etwaige Unterschiede in der Ausbildung der Immunantwort beispielsweise
aufgrund unterschiedlich hoher Ausgangskonzentrationen maternaler Antikoérper (AK) oder mit dem

Geschlecht assoziierten, verlangsamter Reifungsprozesse einzelner Immunzellen abbilden lieen

27



Ergebnisse

(Abbildung 4). Frithgeborene (FG) der GA1 erreichten gegen Tetanus hohere Plasma-Antikorperspiegel
als in der Vergleichsgruppe GA2 (Abbildung 4A). Die gemessenen Plasma-IgG-
Antikorperkonzentrationen (AK) waren in beiden Gruppen dhnlich verteilt. Gegen Diphterie wurden in
der GA2 hohere Werte erreicht als in der GA1 (Abbildung 4B). Auch hier lag in beiden Altersgruppen
eine dhnliche Streuung der Antikdrper vor, mit einem deutlich niedrigeren Minimalwert in der GA1 als
in der GA2. Die IgG-Antikdrperkonzentrationen gegen Polio zeigten in beiden Altersgruppen dhnlich
niedrige Minimalwerte (Abbildung 4C). Insgesamt erreichten FG der GA1 zum Teil um ein Vielfaches
hohere AK-Konzentrationen, als FG der GA 2. Kinder der GA2 erreichten hohere Plasma-AK gegen
HiB als FG der GA1 (Abbildung 4D), wobei die niedrigsten Minimal- und hdchsten Maximalwerte in

der GA1 gemessen wurden.
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Abbildung 4: Plasma-IgG-Antikorperspiegel am 365. Lebenstag Friihgeborener mit unterschiedlichem
Gestationsalter.

Plasma-Antikorperkonzentrationen von (A) Tetanus Toxin (Tetanus, griin), (B) Corynebacterium diphteria toxin (Diphterie,
blau), (C) Poliomyelitis Virus (Polio, lila) und (D) Haemophilus influenzae (HiB, orange) wurden im Rahmen der PRIMAL-
Studie mittels ELISA vergleichend bei Frithgeborenen mit Gestationsalter 28 + 0 — 30 + 6 SSW (GA1, n = 25) und
Gestationsalter 31 + 0 —32 + 6 SSW (GA2, n = 13) im Plasma bestimmt. Gestationsaltersklassen (GA1; GA2) geben die Dauer
der Schwangerschaft in Schwangerschaftswochen (SSW) an. Der Plasmaiiberstand wurde aus EDTA-Blutproben nach
Dichtegradientenzentrifugation gewonnen. Punkte zeigen individuelle Daten, Balken innerhalb der Punktwolken zeigen den
Median. P-Werte wurden mittels Mann-Whitney-U-Test erhoben (Signifikanzniveau a < 0.05), ns = nicht signifikant.
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3.2.3. Plasma-Antikorperspiegel am 1. und 365. Lebenstag von FG in der
Gestationsaltersklasse GA1

Es werden die IgG-Plasma-Antikorperspiegel (AK) der Frithgeborenen (FG) mit niedrigerem
Gestationsalter (GA1) an LT 1 und LT 365 betrachtet. Uber den Zeitraum des ersten Lebensjahres
werden in diesen beiden Altersgruppen die Immunantwort auf mehrfache Immunstimuli -in Form der
Verabreichung von mindestens zwei Dosen der sechsfach Grundimmunisierung- anhand des Verlaufes
der Plasma-Antikorperspiegel innerhalb des ersten Lebensjahres dargestellt (Abbildung 5). Die Plasma-
Antikorperkonzentrationen gegen Tetanus stiegen innerhalb des ersten Lebensjahres signifikant an (p =
0,008) (Abbildung 5A). Die Minimalwerte der gemessenen AK-Konzentrationen gegen die Diphterie
lagen fiir die beiden betrachteten Zeitpunkte LT 1 und LT 365 auf einem vergleichbaren Niveau
(Abbildung 5B), dariiber hinaus erreichten die FG auch hier signifikant héhere Plasma-
Antikorperkonzentrationen an LT 365 (p < 0,05). Die AK-Konzentrationen gegen Polio von LT 1 zu
LT 365 zeigten nahezu eine Verdreifachung der Werte auf den Perzentilen 50 und 100, in der
Gesamtauswertung unterschieden sich die IgG-Titer dennoch nicht signifikant voneinander (Abbildung
5C). Die Plasma-Antikorperkonzentrationen gegen HiB lagen fiir beide betrachteten Zeitpunkte
hinsichtlich ihrer Minimalwerte und auf der 50. Perzentile auf einem sehr dhnlichen Niveau (Abbildung
5D), iiber die 75. und 100. Perzentile lagen die Plasma-AK an LT 365 deutlich {iber den Werten von LT
1 (p <0,05).
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Abbildung 5: Plasma-IgG-Antikorperspiegel an LT 1 und LT 365 von FG der GALl.
Plasma-Antikorperkonzentrationen von (A) Tetanus Toxin (Tetanus, griin), (B) Corynebacterium diphteria toxin (Diphterie,
blau), (C) Poliomyelitis Virus (Polio, lila) und (D) Haemophilus influencae (HiB, orange) wurden im Rahmen der PRIMAL-
Studie mittels ELISA vergleichend fiir LT 1 und LT 365 bei Frithgeborenen mit Gestationsalter 28 + 0 — 30 + 6 SSW

(GA1, n = 25) im Plasma bestimmt. Gestationsaltersklassen (GA1l; GA2) geben die Dauer der Schwangerschaft in
Schwangerschaftswochen (SSW) an. Der Plasmaiiberstand wurde aus EDTA-Blutproben nach Dichtegradientenzentrifugation
gewonnen. Punkte zeigen individuelle Daten, Balken innerhalb der Punktwolken zeigen den Median. P-Werte wurden mittels
Wilcoxon-Test erhoben (Signifikanzniveau o < 0.05), ns = nicht signifikant.

3.2.4. Plasma-Antikorperspiegel am ersten und am 365. Lebenstag von FG in der

Gestationsaltersklasse GA2

Um eine Beurteilung der Immunantwort der Frithgeborenen (FG) aus der élteren Vergleichsgruppe
(GA2) auf mehrere Immunstimuli (hier in Form einer mehrfachen Verabreichung des sechsfachen
Impfstoffes zur Grundimmunisierung) innerhalb des ersten Lebensjahres zu ermdglichen, wurden die
die IgG-Plasma-Antikorperkonzentrationen (AK) an LT 1 und LT 365 verglichen (Abbildung 6). Zu
beiden Zeitpunkten verteilte sich der GroBteil der gemessenen Plasma-AK-Konzentrationen gegen

Tetanus auf einem dhnlich niedrigen Niveau, an LT 365 lagen die Konzentrationen leicht unter den
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Werten von LT 1 (Abbildung 6A). Vereinzelt waren deutlich hohere Werte als an LT 1 feststellbar. Die
erreichten AK-Konzentrationen gegen Diphterie verteilten sich zu den betrachteten Zeitpunkten auf
einem #dhnlichen hohen Niveau, an LT 365 lag dieses liber dem von LT 1 (Abbildung 6B). Vereinzelt
wurden nach dem ersten Lebensjahr deutlich hdhere Werte erreicht, in der Gesamtanalyse lag kein
signifikanter Unterschied zwischen LT 1 und LT 365 vor. Der Anstieg in den Plasma-
Antikorperkonzentrationen gegen Polio von LT 1 zu LT 365 war unwesentlich (Abbildung 6C). Bei
starker Streuung der Daten lagen die Antikorperkonzentrationen an LT 1 im Median bei 11,68 IU/ml
und an LT 365 bei 13,38 [U/ml. Die Entwicklung der Plasma-AK gegen HiB zeigte einen signifikanten
Anstieg (p<0,05) von LT 1 zu LT 365 (Abbildung 6D). Die maximal erreichten Werte an LT 1 lagen

unter der 50. Perzentile, der an LT 365 gemessenen Werte.

A B
]R— ns < s
oo
5] L] 67} 4_
1] _ED
. 104 = N
iz R 34
:j LN ] g‘ E
3 iy & .
ay E_‘
= ® ) 1 ®
° g
& o
Q r———
n- —0f00g0o0000—  —giyrwew 0 —$odoged- s2al,
I T I I
1 365 1 365
Alter Alter
C D
150 s 152 *k
= 100 . 10
L]
50 5 8
" ey
."H L
—sd—— —p— wew
o | . o —_—— aea
| T T T
1 363 1 363
Alter Alter

Abbildung 6: Plasma-IgG-Antikorperspiegel an LT 1 und LT 365 von FG der GA2.
Plasma-Antikorperkonzentrationen von (A) Tetanus Toxin (Tetanus, griin), (B) Corynebacterium diphteria toxin (Diphterie,
blau), (C) Poliomyelitis Virus (Polio, lila) und (D) Haemophilus influencae (HiB, orange) wurden im Rahmen der PRIMAL-
Studie mittels ELISA vergleichend fiir LT 1 und LT 365 bei Frithgeborenen mit Gestationsalter 31 + 0 —32 + 6 SSW

(GA2, n = 13) im Plasma bestimmt. Gestationsaltersklassen (GA1l; GA2) geben die Dauer der Schwangerschaft in
Schwangerschaftswochen (SSW) an. Der Plasmaiiberstand wurde aus EDTA-Blutproben nach Dichtegradientenzentrifugation
gewonnen. Punkte zeigen individuelle Daten, Balken innerhalb der Punktwolken zeigen den Median. P-Werte wurden mittels
Wilcoxon-Test erhoben (Signifikanzniveau o < 0.05), ns = nicht signifikant.
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3.2.5. Plasma-Antikorperspiegel weiblicher und ménnlicher FG in den ersten

Lebentagen

Um beurteilen zu konnen, ob eine Assoziation zwischen biologischem Geschlecht und der Art der
Ausbildung der Immunantwort festgestellt werden kann, wurden die IgG-Plasma-
Antikorperkonzentrationen (AK) der Friihgeborenen (FG) beider Altersklassen an LT 1 (Abbildung 7)
und LT 365 (Abbildung 8) in Abhdngigkeit des vorliegenden Geschlechts verglichen. Im Folgenden
wurden die Daten fiir die Plasma-Antikérperkonzentrationen am ersten Lebenstag vergleichend
betrachtet. Fiir weibliche FG lieBen sich an LT 1 signifikant niedrigere Plasma-AK-Konzentrationen
gegen Tetanus feststellen als in der mannlichen Vergleichsgruppe (Abbildung 7A). Die IgG-
Konzentrationen weiblicher FG auf der 75. Perzentile lagen unterhalb der Konzentrationen ménnlicher
FG auf der 50. Perzentile. Die Plasma-AK-Konzentrationen gegen Diphterie unterschieden sich zum
betrachteten Zeitpunkt nicht signifikant zwischen den Vergleichsgruppen (Abbildung 7B). Mannliche
FG zeigten in der Gesamtanalyse etwas hohere IgG-Konzentrationen als die weiblichen FG, die
Verteilung der Einzelwerte stellte sich dhnlich dar. Fiir die Plasma-AK gegen Polio weiblicher und
minnlicher FG an LT 1 lieBen sich bei sehr dhnlichem Verteilungsmuster der Einzelwerte zwischen den
Vergleichsgruppen dezent hohere Werte bei den méannlichen FG feststellen (Abbildung 7C). Ménnliche
und weibliche FG unterschieden sich an LT 1 nicht hinsichtlich ihrer Plasma-AK-Konzentrationen
gegen HiB (Abbildung 7D). Diese zeigten ein sehr dhnliches Verteilungsmuster, die Minimalwerte und

Mediane lagen fast auf demselben Niveau.
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Abbildung 7: Plasma-IgG-Antikorperspiegel ménnlicher und weiblicher FG an LT 1.
Plasma-Antikorperkonzentrationen von (A) Tetanus Toxin (Tetanus, griin), (B) Corynebacterium diphteria toxin (Diphterie,
blau), (C) Poliomyelitis Virus (Polio, lila) und (D) Haemophilus influencae (HiB, orange) wurden im Rahmen der PRIMAL-
Studie mittels ELISA vergleichend fiir ménnliche und weibliche FG beider Altersklassen an LT 1 bestimmt. Der
Plasmaiiberstand wurde aus EDTA-Blutproben nach Dichtegradientenzentrifugation gewonnen. Punkte zeigen individuelle
Daten, Balken innerhalb der Punktwolken zeigen den Median. P-Werte wurden mittels Mann-Whitney-U-Test erhoben
(Signifikanzniveau a < 0.05), ns = nicht signifikant. n(Gesamt) = 38, n(weiblich) = 20, n(ménnlich) = 18.

3.2.6. Plasma-Antikorperspiegel weiblicher und ménnlicher FG zu Beginn des zweiten

Lebensjahres

Um beurteilen zu kdnnen, ob sich eine Assoziation zwischen biologischem Geschlecht und der Art der
Ausbildung der Immunantwort abbilden lassen, wurden die IgG- Plasma- Antikérperkonzentrationen
(AK) der Frithgeborenen (FG) beider Altersklassen an LT 1 (Abbildung 7) und LT 365 (Abbildung &)
in Abhéngigkeit des vorliegenden Geschlechts verglichen. Im Folgenden wurden die Daten fiir die
Plasma-Antikorperkonzentrationen zu Beginn des zweiten Lebensjahres vergleichend betrachtet.
Mainnliche FG lagen an LT 365 sowohl bei den niedrigsten erreichten Plasma-Antikorperspiegeln als
auch bei den maximal erreichten Werten unterhalb der IgG-Konzentrationen weiblicher FG. Auf der 50.

Perzentile lagen die erreichten IgG-Konzentrationen der ménnliche FG hoher als in der weiblichen
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Vergleichsgruppe (Abbildung 8A). Es konnte kein signifikanter Unterschied in der Hohe der Plasma-
Antikorperspiegel von weiblichen und ménnlichen FG gegen Diphterie festgestellt werden. Bei einem
insgesamt sehr dhnlichen Verteilungsmuster der Werte, lagen die IgG-Konzentrationen der weiblichen
FG nur leicht unterhalb der Konzentrationen der ménnlichen FG (Abbildung 8B). Von einigen
weiblichen FG wurden an LT 365 deutlich hohere Maximalwerte gegen Polio erreicht als in der
ménnlichen Vergleichsgruppe (Abbildung 8C). In der Gesamtauswertung lagen die Plasma-
Antikorperspiegel weiblicher FG unterhalb der IgG-Konzentrationen in der ménnlichen
Vergleichsgruppe. Weibliche FG zeigten im Vergleich zu méinnlichen FG niedrigere Plasma-AK-
Konzentrationen gegen HiB an LT 365, die Werte unterschieden sich mit p = 0,5530 nicht signifikant
voneinander (Abbildung 8D).
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Abbildung 8: Plasma-IgG-Antikorperspiegel ménnlicher und weiblicher FG an LT 365.
Plasma-Antikorperkonzentrationen von (A) Tetanus Toxin (Tetanus, griin), (B) Corynebacterium diphteria toxin (Diphterie,
blau), (C) Poliomyelitis Virus (Polio, lila) und (D) Haemophilus influencae (HiB, orange) wurden im Rahmen der PRIMAL-
Studie mittels ELISA vergleichend fiir weibliche und ménnliche FG beider Altersklassen an LT 365 bestimmt. Der
Plasmaiiberstand wurde aus EDTA-Blutproben nach Dichtegradientenzentrifugation gewonnen. Punkte zeigen individuelle
Daten, Balken innerhalb der Punktwolken zeigen den Median. P-Werte wurden mittels Mann-Whitney-U-Test erhoben
(Signifikanzniveau a < 0.05), ns = nicht signifikant. n(Gesamt) = 38, n(weiblich) = 20, n(ménnlich) = 18.
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3.2.7. Plasma-Antikorperspiegel gestillter und ungestillter FG an LT 1

Um eine Einschétzung hinsichtlich der immunmodulatorischen Wirkung von Muttermilch auf das
Immunsystem Friihgeborenen (FG) treffen zu konnen, bspw. durch den miitterlichen Impfstatus und
dem damit verbundenen Vorliegen maternaler Antikdper und Immunzellen, die durch die Muttermilch
auf das FG iibetragen werden, wurden die IgG-Plasma-Antikdrperspiegel (AK) gestillter und
ungestillter Kinder zum Zeitpunkt LT 1 (Abbildung 9) verglichen. Bei ungestillten FG konnten an LT
1 signifikant hohere Plasma-AK-Konzentrationen gegen Tetanus gemessen werden, als in der
Vergleichsgruppe der gestillten Kinder (p = 0,0125) (Abbildung 9A). Die niedrigsten IgG-
Konzentrationen ungestillter FG lagen leicht iiber dem Niveau der 50. Perzentile fir die Plasma-
Antikorperkonzentrationen, die gestillte Kinder an LT 1 erreichten. Die IgG-Konzentrationen gegen
Diphterie zeigten bei gestillten und ungestillten Kindern eine weite Streuung der Werte, diese lag in der
Gruppe der ungestillten Kinder auf einem deutlichen héheren Niveau, so dass mit p = 0,0097 ein
signifikanter Unterschied in der Hohe der Plasma-Antikoérperkonzentrationen zwischen den
Vergleichsgruppen festgestellt werden konnte (Abbildung 9B). Gestillte und ungestillte Kinder zeigten
eine dhnliche Verteilung der Plasma-AK gegen Polio an LT 1 (Abbildung 9C). Hohere IgG-
Konzentrationen wurden hier in der Gruppe der gestillten Kinder festgestellt, der Unterschied war aber
nicht signifikant. Es waren dhnliche Minimal- und Maximalwerte fiir die Plasma-Antikdrperspiegel
gegen HiB in beiden Gruppen zu verzeichnen, in der Gesamtauswertung lagen die [gG-Konzentrationen

der gestillten Kinder oberhalb der Werte, der ungestillten Kinder (Abbildung 9D).
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Abbildung 9: Plasma-IgG-Antikorperspiegel gestillter und ungestillter FG an LT 1.
Plasma-Antikorperkonzentrationen von (A) Tetanus Toxin (Tetanus, griin), (B) Coryne bacteriumdiphteria toxin (Diphterie,
blau), (C) Poliomyelitis Virus (Polio, lila) und (D) Haemophilus influencae (HiB, orange) wurden im Rahmen der PRIMAL-
Studie mittels ELISA vergleichend fiir gestillte und ungestillte FG beider Altersklassen an LT 1 und LT 365 bestimmt. Der
Plasmaiiberstand wurde aus EDTA-Blutproben nach Dichtegradientenzentrifugation gewonnen. Punkte zeigen individuelle
Daten, Balken innerhalb der Punktwolken zeigen den Median. P-Werte wurden mittels Mann-Whitney-U-Test erhoben
(Signifikanzniveau a < 0.05), ns = nicht signifikant. n(Gesamt) = 31, n((MM (+)) = 12, n(MM (-)) = 19.

3.2.8. Plasma-Antikorperspiegel gestillter und ungestillter FG an LT 365

Um eine Einschitzung hinsichtlich einer Interferenz, der durch das Stillen iibertragenen miitterlichen
IgG-Plasma-Antikorper (AK) mit den Antigenen der, innerhalb des ersten Lebensjahres verabreichten
Impfstoffen einschétzen zu konnen, wurden die AK-Spiegel gestillter und ungestillter Kinder nach der
Vollendung des ersten Lebensjahres verglichen (Abbildung 10). Gestillte und ungestillte FG erreichten
hier dhnlich hohe Plasma-Antikdrperspiegel gegen Tetanus (Abbildung 11A). Die IgG-Konzentrationen
gegen Diphterie verteilen sich in der Gruppe der gestillten FG auf einem hoheren Niveau als in der
Vergleichsgruppe der ungestillten Kinder, die erreichten Werte unterschieden sich in der
Zusammenschau dennoch nicht signifikant voneinander (Abbildung 11B). Gestillte FG zeigten lagen
mit den Minimalwerten deutlich unter- und mit den Maximalwerten deutlich iiber den IgG-
Konzentrationen der ungestillten Kinder. Insgesamt erreichten die ungestillten Kinder hohere Plasma-
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Antikorperkonzentrationen (Abbildung 11C). Ungestillte FG erreichten im Vergleich zu gestillten FG

nach Vollendung des ersten Lebensjahres keine signifikant hoheren Plasma-Antikorperkonzentrationen

gegen HiB mit p = 0,0854 (Abbildung 9D). Hierbei lagen die Werte auf der 50. Perzentile der

ungestillten Kinder oberhalb der Werte, die gestillte Kinder auf der 75. Perzentile erreichten.
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Abbildung 10: Plasma-IgG-Antikorperspiegel gestillter und ungestillter FG an LT 365.
Plasma-Antikorperkonzentrationen von (A) Tetanus Toxin (Tetanus, griin), (B) Corynebacterium diphteria toxin (Diphterie,
blau), (C) Poliomyelitis Virus (Polio, lila) und (D) Haemophilus influencae (HiB, orange) wurden im Rahmen der PRIMAL-
Studie mittels ELISA vergleichend fiir gestillte und ungestillte FG beider Altersklassen an LT 1 und LT 365 bestimmt. Der
Plasmaiiberstand wurde aus EDTA-Blutproben nach Dichtegradientenzentrifugation gewonnen. Punkte zeigen individuelle
Daten, Balken innerhalb der Punktwolken zeigen den Median. P-Werte wurden mittels Mann-Whitney-U-Test erhoben
(Signifikanzniveau o < 0.05), ns = nicht signifikant. n(Gesamt) = 31, n((MM (+) =22, n(MM (-)) = 9.
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3.2.9. Plasma-Antikorperspiegel Friihgeborener nach unterschiedlichen antibiotischen

Therapien

Die Auswertung in Abhéngigkeit verabreichter antibiotischer Wirkstoffkombinationen erfolgte
aufgrund der geringen Stichprobenzahl deskriptiv an LT 365 (Tabelle 7).

Tabelle 7: Plasma-IgG-Antikorperspiegel in [IU/ml] an LT 365 von Friihgeborenen entsprechend der
antibiotischen Wirkstoffkombination, die sie in den ersten Lebenstagen erhalten haben.

Plasma-IgG-Antikdrperkonzentrationen
[IU/ml]
Tetanus | Diphterie | Poliomyelitis HiB

Gentamycin + Minimum 0.043 0.004 2.232 0.020

Ampicillin/Sulbactam Median 0.252 0.056 10.65 0.288

(n=26) Maximum 8.598 2.980 36.99 1.958
Verabreichte Gentamycin — Minimum 0.121 0.003 3.796 0.440
Antibiose Ampicillin/Sulbactam Median 0.152 0.004 16.44 0.753
(Wirkstoft- n=5) Maximum 0.495 0.046 41.20 1.029
kombinationen) | Gentamycin+ Minimum | 0.121 0.006 1.312 0.020

Ampicillin/Sulbactam + Median 0.427 0.182 22.76 0.404

zusétzlicher Wirkstoff

(=7 Maximum 2.941 1.372 104.9 1.477

Im Rahmen dieser Arbeit wurden mogliche Effekte einer antibiotischen Therapie aus den genannten
Wirkstoffkombinationen in den ersten Lebenstagen der Friilhgeboren auf die Hohe ihrer Plasma-
Antikorperkonzentrationen zu Beginn des zweiten Lebensjahres (LT 365) untersucht. Aufgrund der
geringen Menge zu diesem Zweck verfiigbarer Daten, wurde auf eine abschlieBende Statistik verzichtet
und stattdessen eine Beschreibung der Ergebnisse anhand einer deskriptiven Statistik vorgenommen
(Abschnitt Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden werden., Tabelle 7). In der untersuchten
Kohorte mit n=38 FG erhielten 26 der FG die Wirkstoffkombination aus Gentamycin und
Ampicillin/Sulbactam zur antibiotischen Abdeckung innerhalb der ersten Lebenstage. Es ergibt sich ein
Verhiltnis von circa 3:2. Eine Kombination aus Gentamycin und Ampicillin/Sulbactam mit einem
zusitzlichen Antibiotikum erhielten 7 FG (n = 7, Verhéltnis circa 1:5). Eine alternative
Wirkstoffkombination ohne Ampicillin/Sulbactam wurde 5 FG verbreicht (n=5, Verhaltnis circa 1:7).
In der Gegeniiberstellung der Wirkstoffkombination von Gentamycin und Ampicillin/Sulbactam +/-
zusdtzlicher Wirkstoff (n = 33) =zu einer antibiotischen Wirkstoffkombination ohne
Ampicillin/Sulbactam (n = 5) zeigen sich an LT 365 tendenziell hohere Plasma-Antikorperspiegel gegen
Tetanus und Diphterie bei den FG, die eine Therapie mit Ampicillin/Sulbactam erhalten haben. Im
Gegensatz dazu zeigen FG, die Ampicillin/Sulbactam erhalten haben, tendenziell niedrigere Plasma-

Antikorperspiegel gegen Polio und HiB. Fiir eine genauere Beobachtung der Gruppe der Frithgeborenen,
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die die Wirkstoffkombination aus Gentamycin und Ampicillin/Sulbactam (n = 26) erhalten haben,
wurden diejenigen Kinder separat betrachtet, die zusétzlich ein weiteres Antibiotikum erhalten haben (n
= 7). In der Gegeniiberstellung dieser Werte waren die niedrigsten Plasma-Antikérperkonzentrationen,
abgesehen von den Plasma-Antikdrperspiegeln gegen Diphterie, immer in der Gruppe der
Frithgeborenen zu finden, die die Wirkstoffkombination aus Gentamycin und Ampicillin/Sulbactam

erhalten hatten (Tabelle 7).
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4. Diskussion

4.1. Einfluss des Gestationsalters auf die Plasma-Antikorperspiegel am 1.

und 365. Lebenstag

Die Effektivitdt immunologischer Prozesse im Sinne einer addquaten Immunantwort, zum Beispiel auf
eine Impfung, korreliert mit der Hohe des Gestationsalters (49,50) und dem damit einhergehenden
fortgeschritteneren Reifungsstatus des kindlichen Immunsystems (13). Das unreife Immunsystem
zeichnet sich durch eine sogenannte ,,hyporesponsivness “ (13). Dieser Zustand ist charakteristisch fiir
den natiirlichen Grad an Unausgereiftheit von Frithgeborenen. Er triagt einerseits zu einer verminderten
Féhigkeit zur effektiven Immunabwehr des frithkindlichen Immunsystems bei, andererseits verhindert
er iiberschieBende Autoimmunreaktionen, sowie AbstoBungsreaktionen zwischen Mutter und Kind.
Gleichzeitig konnen diese funktionell anti-inflammatorisch gewichteten Mechanismen im
immunologischen Kontext von Frithgeborenen (FG) auch zu verminderten Impfreaktion fiihren (16,26).
Insbesondere mit Blick auf Immunsierungen sind hierbei die, verglichen mit Reifgeborenen, Kindern
und Erwachsenen, niedrigen Populationen an T- und B-Gedichtniszellen anzufiihren, die
bekanntermallen mit einer verminderten Fahigkeit des Frithgeborenen einhergehen, ausreichend hohe,
bzw. protektive IgG-Antikorperspiegel zu bilden (50). Die physiologischen Hintergriinde zum
Immunsystem des FG wurden in (Abschnitt 0) bereits detailliert beschrieben. Im Rahmen der
vorliegenden Arbeit wurde untersucht, inwiefern sich ein direkter Zusammenhang zwischen dem
Gestationsalter und der adaptiven Immunantwort in Form von IgG-Plasma-Antikorpern feststellen lésst.
Reifgeborene Kinder werden zwischen der 38 + 0 SSW —42 + 0 SSW geboren. Unter der Annahme der
Geburt nach 40. SSW liegt bei einem Reifgeborenen ndherungsweise ein Gestationsalter von 280 Tagen
vor. Die Frithgeborenen der betrachteten Kohorte hatten an LT 1 ein Gestationsalter zwischen minimal
197 und maximal 230 Tagen. An LT 365 lag das Gestationsalter des jiingsten Kindes bei 410 Tagen,
das des éltesten Kindes bei 505 Tagen. Alle Altersangaben dieser Arbeit bilden das korrigierte Alter der
Frithgeborenen ab. Durch die Einschlusskriterien der PRIMAL-Studie wurde eine Altersuntergrenze
von 28 + 0 SSW und eine Altershochstgrenze von 230 Lebenstagen fiir die einzuschlieBenden Kinder
festgelegt (Abbildung 3). Das vorliegende Altersspektrum der Probanden wurde fiir eine differenzierte
Betrachtung in zwei Gestationsklassen (GA1: 28 + 0 — 30 + 6; GA2: 31 + 0 — 32 + 6 SSW) unterteilt.
Hierbei zeigte sich folgende Verteilung: GA1 mit n = 25 und GA2 mit n = 13 (Fehler! Verweisquelle
konnte nicht gefunden werden.). Im Rahmen der Forschungsarbeiten der Universitét des Saarlandes
in der Klinik fiir Allgemeine Péadiatrie und Neonatologie am Campus Homburg wurde untersucht, ob
die Gabe von Probiotika in den ersten Lebenstagen zu einer derart vorteilhaften Beeinflussung des
frithkindlichen Mikrobioms fiihrt, dass sich dieser positive Effekt in hoheren IgG-Plasma-
Antikorperspiegeln an LT 365 in der Verum- gegeniiber der Placebogruppe niederschliagt. Die
Gruppenbildung ermdglichte in Bezug auf die gegebene Fragestellung, den Vergleich zwischen

sjungeren” (GA1) und ,,élteren” (GA) Frithgeborenen. Fiir die Fragestellung der vorliegenden Arbeit
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wurde diese Einteilung ibernommen, um neben der allgemeinen Beurteilung des Gestationsalters als
Einflussfaktor auf die adaptive Immunitit, auch potenzielle Unterschiede zwischen den vorliegenden

Altersgruppen eruieren zu kdnnen.

4.1.1. Plasma-Antikorperspiegel beider Altersgruppen GA1l und GA2 am ersten
Lebenstag

In den ersten Lebenstagen (LT 1) wunterscheiden sich die Daten der IgG-Plasma-
Antikorperkonzentrationen (AK) gegen Tetanus, Polio, Diphterie und HiB nicht signifikant zwischen
Friihgeborenen mit hoherem oder niedrigerem  Gestationsalter (Abbildung 3). Die
Antikorperkonzentrationen gegen Tetanus im Plasma liegen bei 33 der 38 FG in einem Bereich zwischen
0.01 — 0,5 TU/ml. Damit sind die Antikorperspiegel laut Herstellerangaben der ELISA-Kits (Tabelle 3)
ausreichend hoch, um kurzfristig eine Infektion verhindern zu kdnnen. Antikérperkonzentrationen im
Bereich eines Langzeitschutzes gegen Tetanus werden nur bei zwei FG gemessen. Bei 15 FG kann kein
verlésslicher Schutz vor einer Infektion mit Diphterie festgestellt werden. Ein kurzfristiger Schutz mit
Plasma-Antikorperspiegeln zwischen 0.1 — 1.0 IU/ml wird bei 16 FG erreicht. Von diesen ist fiir 14 FG
mit Antikdrperspiegeln liber 1 IU/ml ein Langzeitschutz anzunehmen (Tabelle 4). Fiir Polio muss bei
13 der FG mit Plasma-Antikérperkonzentrationen unter 8 IU/ml von einem unzureichenden Schutz
ausgegangen werden. Im Grauzonenbereich von 8 — 12 IU/ml liegen die Antikorperspiegel von 8 FG.
Bei 12 FG werden Antikorperkonzentrationen iiber 12 IU/ml gemessen, so dass fiir diese Kinder ein
verldsslicher Schutz angenommen werden darf. Fir HiB werden bei 13 FG geringere
Antikorperkonzentrationen als 0.15 pg/ml gemessen, es liegt kein ausreichender Impfschutz vor. 19 FG
liegen mit Werten zwischen 0.15 — 1pg/ml im Bereich eines nachgewiesenen Keimkontaktes und bei 6
FG ist mit Antikorperkonzentrationen iiber 1 pg/ml von einer ausreichenden natiirlichen Immunitét
auszugehen (Tabelle 5). Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass bei einzelner Betrachtung der
erreichten Antikorperspiegel im Plasma an LT 1 gegen Polio, Diphterie und HiB fiir circa die Hélfte der
Kinder beider Altersgruppen (GA1 und GA2) ausreichend hohe Antikdrperkonzentrationen messbar
waren, so dass von einem kurzfristigen Schutz vor Infektion ausgegangen werden kann. Die Auspragung
des passiv erworbenen, sogenannten Nestschutzes ist abhéngig von der Menge transferierter
miitterlicher Antikorper. Diese hdangt mal3geblich mit dem Gestationsalter des Kindes zusammen, da die
hochsten Transferraten in den letzten Wochen der Schwangerschaft zu verzeichnen sind (16,26).
Daneben gelten u.a. die Serum-Antikdperspiegel der Mutter (16,51), ein regelrechten Impfstatus der
Mutter (25), die plazentare FcR-Rezeptor Expression der Synziotrophoblasten zur Erméglichung eines
rezeptorvermittelten Antikorpertransfers (16,52) (Abschnitt 1.2.1) und das ménnliche Geschlecht (25)
als positiv pradiktive Faktoren firr einen effektiven Antikorpertransfer (25). Klinische Daten und
Plasmaproben der Miitter der Probanden, die Aufschluss iiber Einflussfaktoren, die die miitterlichen
Plasma-Antikorperkonzentrationen direkt beeinflussen, wie bspw. der miitterliche Impfstatus oder ein

Infektgeschehen kurz vor der Geburt und/oder miitterliche chronische systemische Erkrankungen, etc.,
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wurden im Rahmen der PRIMAL-Studie nicht erfasst. Dementsprechend wird in dieser Arbeit lediglich
das Gestationsalter als Einflussfaktor auf die Auspriagung des Nestschutzes, bezichungsweise die Hohe
der maternalen Plasma-Antikorperspiegel zum Zeitpunkt der Geburt untersucht und auf eine Analyse
der vorgeburtlichen miitterlichen Plasma-Antikérperkonzentrationen oder eine Gegeniiberstellung
prapartaler miitterlicher und postpartaler kindlicher Antikdrperkonzentrationen verzichtet. Der Transfer
miitterlicher Antikdrper wahrend der Schwangerschaft beginnt zwischen der 17. SSW und 18. SSW und
steigt im Verlauf kontinuierlich an (16,25,26,51). Zwischen der 28. und 32. SSW liegen die fetalen IgG-
Konzentrationen bei ca. 50% der maternalen Antikdrperkonzentrationen (15), wobei es nach der 36.
SSW zu einem starken Anstieg der Antikorperkonzentrationen im Nabelschnurblut kommt und die
hochsten fetalen IgG-Konzentrationen in den letzten vier SSW erreicht werden (16,25). Demnach ist
mit Fortschreiten des Gestationsalters mit hoheren Spiegeln iibertragener miitterlicher Antikorper im
Plasma des Foetus zu rechnen (25). Die Priifung der Giiltigkeit dieser Annahme in Bezug auf die
vorliegende Probandenkohorte ist nur bedingt moglich, da selbst die &ltesten Probanden mit einem
Gestationsalter von maximal 32 + 6 SSW nicht in die Phase der Schwangerschaft eintreten (33 + 0 SSW
bzw. 35 + 1 SSW bis Entbindung), innerhalb welcher die hochsten Transferraten maternaler Antikorper
beobachtet werden (25). Demnach kann keine Gegeniiberstellung der IgG-Plasma-Antikdrperspiegel
vor-, beziehungsweise nach dem maligeblichen Zeitraum des aktiven maternalen Antikorpertransfers
erfolgen. Die vorliegenden Ergebnisse fiihren daher zu der Beobachtung, fiir einige FG der untersuchten
Kohorte bereits vor dem Ende der 32. SSW einzelne Plasma-Antikorperspiegel gegen Tetanus, Polio,
Diphterie oder HiB im Bereich eines kurzfristigen, aber verldsslichen Schutzes vor Infektion liegen. In
der Literatur wird der Zeitraum um die 30. SSW (28. SSW — 32. SSW) als derjenige angegeben, in dem
bereits 50% der maternalen Antikorper auf den Fotus transferiert wurden (15,16,18). Da die Serum-
Antikorperkonzentrationen der Miitter die diaplazentaren Transferraten mitbeeinflussen, konnte das
Erreichen protektiver fetaler Antikorperspiegel hohe Konzentrationen miitterlicher Antikorper vermuten
lassen. Andererseits konnte gezeigt werden, dass der plazentare FcR-Transfer ein sédttigungsabhingiger
Prozess ist und ein umgekehrt proportionales Verhdltnis zwischen der Hohe miitterlicher Antikorper
und der Menge transferierter Antikdrper besteht (25). Das Sattigungsverhalten des Rezeptors fiihrt bei
der Uberschreitung einer definierten IgG-Konzentration von 15g/1 aller miitterlichen IgG-Subklassen zu
einer Stagnation und in deren Folge zum Abbau der ungebunden AK in den Lysosomen (16,25). Da wie
bereits erwahnt weder Impfstatus, noch chronische oder akute Infekte der Miitter der Probanden im
Rahmen der PRIMAL-Studie erfasst wurden, konnen in der vorliegenden Arbeit mangels Referenzwerte
und klinischer Daten von Seiten der Miitter, keine fundierten Riickschliisse gezogen werden, inwiefern
beispielsweise ein positiver Impfstatus mit hohen Antikdrpertitern bei der Mutter, bereits vor dem
Zeitpunkt des maximalen Antikorpertransfers wihrend der Schwangerschaft, zu einem fetalen
Antikorperkonzentrationen im Bereich eines kurzfristigen Schutzes fithren. Die Abwesenheit und der
fehlende Miteinbezug klinischer und immunologischer Daten der Miitter stellt eine Schwéche der Arbeit

dar. Immunisierungen von Miittern vor oder wihrend der Schwangerschaft werden schon ldnger
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empfohlen. Entsprechend der im Rahmen dieser Arbeit gemachten Beobachtungen, erscheint eine
tiefergehende Untersuchung inwiefern sich der immunologische Status der Mutter auf die Menge
intrauterin transferierten Antikorperspiegel bis zum Beginn des dritten Trimenon auf die postnatalen
fetalen Antikorperspiegel auswirken lohnend. Da Frithgeborene oftmals vor dem Zeitpunkt des
maximalen maternalen Antikorpertransfers entbunden werden, ist der immunologische Status der
Mutter gegebenenfalls als ein Faktor zur Optimierung der immunologischen Ausgangslage der

Frithgeborenen in Erwédgung zu ziehen.

4.1.2. Plasma-Antikorperspiegel beider Altersgruppen am 365. Lebenstag

Ein verldsslicher Schutz vor Infektion liegt laut Herstellerangaben der verwendeten ELISA-Kits
(Abschnitt 2.2.5) ab folgender Antikorperkonzentrationen vor: Tetanus: 0,1 [U/ml — 0,5 IU/ml (Tabelle
3), Diphterie: 0,1 IU/ml — 1 IU/ml (Tabelle 4), Polio: 8 IU/ml — 12 IU/ml (Abschnitt 2.2.5) und HiB: >
1 p/gml (Tabelle 5). Der Anteil der Frilhgeborenen beider Altersklassen, deren
Antikorperkonzentrationen im Plasma den Schwellenwert fiir protektive Antikorperspiegel erreichen,
liegt an LT 365 fiir Tetanus bei 32 aus 38 FG, fiir Diphterie bei 24 aus 38 FG, fiir Polio bei 29 aus 38
FG und fiir HiB bei 22 aus 38 FG. Damit erreicht an LT 365 verglichen mit den Daten von LT 1 ein
deutlich hoherer Anteil der Friihgeborenenkohorte Antikdrperkonzentrationen im Plasma gegen
Tetanus, Polio. Diphterie und HiB, die im Bereich eines verldsslichen Schutzes vor Infektion liegen
(Abschnitt 4.1.1). Ein Langzeitschutz vor Infektion liegt laut Herstellerangaben der verwendeten
ELISA-Kits ab folgenden Antikdrperkonzentrationen vor (Abschnitt 2.2.5): Tetanus: > 5 IU/ml (Tabelle
3), Diphterie: > 1 IU/ml (Tabelle 4), Polio: > 12IU/ml und HiB: >1 pg/ml (Tabelle 5). Der Anteil an
Frithgeborenen aus beiden Altersklassen (GA1 und GA2), deren Antikérperkonzentrationen im Plasma
an LT 365 nach drei Impfdosen im Rahmen der Grundimmunisierung im Bereich des Langzeitschutzes
liegen betrdgt fiir: Tetanus: 21 von 38 FG (54 %), Diphterie 14 von 38 FG (39 %), Polio: 22 von 38 FG
(58 %) und fiir HiB 22 von 38 FG (58 %). In der Gruppe der jiingeren Frithgeborenen lassen sich mit
Ausnahme von Polio signifikante Unterschiede in der Entwicklung der Plasma-Antikorperspiegel von
LT 1 zu LT 365 feststellen (Abbildung 5). Altere Friilhgeborene (GA2) weisen nur in der Entwicklung
der Antikdrperspiegel gegen HiB einen signifikanten Anstieg von LT 1 zu LT 365 auf (Abbildung 6).
Diese Konstellation konnte sich wie folgt interpretieren lassen: Frithgeborene mit einem niedrigeren
Gestationsalter (GA1) profitieren stirker von dem 3 + 1 Impfschema der STIKO als die élteren Kinder
der Vergleichsgruppe (GA2), fiir deren Antikorperentwicklung sich kein signifikanter Anstieg von LT
1 zu LT 365 eruieren ldsst (Abbildung 6). Betrachtet man ungeachtet ihres Verlaufs innerhalb des ersten
Lebensjahres die Antikorperkonzentrationen der élteren, mit denen der jiingeren Frithgeborenen (GA1
und GA2) zum Zeitpunkt LT 365, so lassen sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Werten
der beiden Altersgruppen feststellen (Abbildung 4). Zusammengefasst heif3t das, dass die Anzahl der
Frilhgeborenen mit einem zuverldssigen Kurzzeitschutz von LT 1 nach drei erfolgten

Grundimmunsierungen zu LT 365 gruppeniibergreifend angestiegen ist. Hinsichtlich des Erreichens von
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Antikorperspiegeln im Bereich des Langzeitschutzes, ldsst sich im Vergleich von LT 1 zu LT 365
ebenfalls ein deutlicher Anstieg feststellen. An LT 1 erreichten fiir Tetanus 2 FG, fiir Diphterie 14 FG,
fiir Polio 17 FG und fiir HiB 6 FG Antikorperkonzentrationen im Bereich des Langzeitschutzes. An LT
365 waren es fiir Tetanus 9 FG, fiir Diphterie 24 FG, fiir Polio 22 und fiir HiB 22. Dieses Ergebnis
spricht filir eine sich positiv entwickelnde Immunreaktion, die auf eine Triggerung der adaptiven
Immunitit durch die drei Grundimmunisierungen zuriickzufiihren sein kénnte. Die vorliegende Arbeit
ist limitiert durch die Bestimmung der Antikdrperkonzentrationen zu nur zwei Zeitpunkten LT 1 und
LT 365. Da keine weiteren Referenzwerte durch zusitzliche Antikérperbestimmungen im Laufe des
ersten Lebensjahres vorgenommen wurden, kann der exakte Verlauf der Antikérperentwicklung im
Rahmen dieser Arbeit nicht abgebildet werden. Hierunter fiele die Beobachtung wie sich die
Antikorperentwicklung in den Wochen nach den Immunsierungen verhélt, ebenso ob, wie in einigen
Forschungsarbeiten beschrieben, eine allgemeine Tendenz zu vermehrt auftretenden, schnellen und
frithzeitigen Abféllen der Antikorperkonzentrationen bei Frithgeborenen zu beobachten ist. Unter der
Annahme, dass diese Abfalle innerhalb des ersten Lebensjahres bestehen, kann der Anstieg des Anteils
der Kinder von LT 1 zu LT 365, der mehrheitlich protektive Antikdrperkonzentrationen im Bereich des
Langzeitschutzes erreicht, flir eine ,,Boosterfunktion” der Grundimmunisierungen nach dem 3+1
STIKO-Schema auf die Immunfunktion sprechen. Obwohl zu Beginn des zweiten Lebensjahres bei den
meisten Kindern protektive Antikorperkonzentrationen verzeichnet werden, unterscheidet sich die Hohe
der gemessenen Antikérperkonzentrationen in den betrachteten Gruppen an LT 1 und LT 365 statistisch
nicht signifikant (Abbildung 4). Die Griinde fiir den geringen Anstieg der IgG-Plasma-
Antikorperkonzentrationen (welcher fiir die betrachteten Probanden dennoch im Bereich protektiver
Plasma-Antikorperkonzentrationen resultiert), werden in der Literatur tibereinstimmend auf die Unreife
des Immunsystems von FG zuriickgefiihrt. Sowohl das angeborene als auch des adaptive Immunsystem
unterscheiden sich von dem Immunsystem des spéteren Lebens, insbesondere dadurch, dass sich das
unreife Immunsystem des FG eher durch einen anti-inflammatorischen Status auszeichnet, welcher die
Ausbildung einer addquaten Immunantwort erschwert (15,18,24,53) (Abschnitt 0). Auf Basis der
Literatur kann angenommen werden, dass dieser Status auch noch zum Zeitpunkt der
Erstimmunisierung, der in etwa bei acht Wochen liegt, besteht und FG zu dieser Zeit, verglichen mit
Reifgeborenen, immer noch eine verminderte absolute Anzahl an Lymphozyten, T-Zellen, B-Zellen,
Th-Helferzellen und eine erniedrigte CD4/CD8-Ratio aufweisen (5,18,26,53). Bei den vorhandenen B-
Zellen iiberwiegen die naiven Zellen {liber die B-Gedéchtniszellen. Deren Stimulation fiihrt zu einer
verringerten Bildung von antikorperproduzierenden Plasmazellen (15,24). Zudem erkennen die
vorliegenden B-Zellen nur eine geringe Anzahl an Antigenen, da die Differenzierung des B-
Zellrezeptors nicht vor dem dritten Trimester abgeschlossen ist (5,18,26). Dieser Umstand wird in der
Literatur unterschiedlich bewertet. Einerseits stehen die negativen Folgen einer unzureichenden B-
Zelldifferenzierung im Vordergrund. Diese gehen mit einer verringerten Sekretion von Antikdrpern,

sprich, einer verringerten Immunantwort einher (24) und fithren zu einem schnelleren Abfall der IgG-
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Konzentrationen (18). Andererseits wird diskutiert, ob sich die unzureichende B-Zell-
Rezeptordifferenzierung auch immunologisch vorteilhaft auswirken konnte. Demnach koénnten
Immunisierungen von FG die B-Zell-Rezeptordifferenzierung derart beschleunigen, dass FG zum
Zeitpunkt des Erreichens des Alters eines reifgeborenen Kindes, ein gréfleres Repertoire an Antigenen
erkennen. In Folge konnte bereits bei friihzeitiger Konfrontation mit Antigenen eine bessere
Immunantwort provoziert werden (26). Da alle 38 in dieser Arbeit betrachteten FG vor dem dritten
Trimester geboren wurden, ist zum Zeitpunkt der Geburt fiir beide Altersgruppen ein noch
unausgereifter und undifferenzierter B-Zellrezeptorstatus anzunehmen. In Ubereinstimmung mit der
STIKO-Impfempfehlung (54) fanden die Erstimmunisierungen in der Probandengruppe zum
empfohlenen/frithesten Zeitpunkt, das heiflt innerhalb des zweiten Lebensmonates der Neugeborenen
statt. Demnach lag zu diesem Zeitpunkt eine korrigierte Altersspanne von ndherungsweise (28 + 0 SSW
+ ca. 5 Lebenswochen / 231 Lebenstagen) 33 SSW/ 231 Tagen bis (32 + 6 SSW + ca. 5 Wochen / 265
Lebenstagen) 38 SSW / 266 Tagen vor. Somit kann zumindest fiir die Kinder in der alteren
Vergleichsgruppe GA2 zum Zeitpunkt der Erstimmunisierung von einem Status fortgeschrittenerer B-
Zell-Rezeptordifferenzierung ausgegangen werden, der sich allerdings nicht in signifikant hoheren
Plasma-Antikorperspiegeln an LT 365 niederschlégt. Die signifikanten IgG-Anstiege in der Gruppe der
jingeren FG (GA1) gegen Tetanus, Diphtherie und HiB konnten die zuvor genannte These bestétigen,
dass frithzeitige Immunsierungen nach dem 3 + 1 Schema der STIKO auch bei Vorliegen eines
unausgereiften Differenzierungsstatus einen forderlichen und beschleunigenden Effekt auf die
Differenzierung der B-Zellrezeptoren haben. Ein weiterer entscheidender Faktor, der mit einem
niedrigen Gestationsalter einhergeht, aber als vorteilhaft fiir die Ausbildung einer IgG-Plasma-
Antikorperreaktion bewertet wird, ist die Annahme erniedrigter Spiegel miitterlicher Antikdrper beim
Neugeborenen (18,25). Miitterliche Antikérper kénnen eine Immunreaktion verhindern, indem sie
zeitgleich mit einem gebundenen Antigen sowohl an einen B-Zell-Rezeptor als auch an einen FcR-
Rezeptor — beide exprimiert auf der Oberfliche einer B-Zelle- binden. Durch dieses ,,Crosslinking*
werden widerspriichliche Signale an die B-Zelle vermittelt. Das Binden eines Antigens an den B-Zell-
Rezeptor initiiert eigentlich eine Plasmazelldifferenzierung und Antikorperproduktion. Durch Besetzen
des FcR-Rezeptors wird der B-Zelle die Anwesenheit eines fiir das Antigen spezifischen Antikorpers
signalisiert und die Auslosung einer Immunreaktion abgebrochen. Dieser Mechanismus wird als
»Blunting® bzw. ,.epitope masking* bezeichnet und kann bei hohen Konzentrationen miitterlicher
Antikorper zu einer verminderten Impfreaktion fithren (18,24-26). Innerhalb der im Rahmen dieser
Arbeit untersuchten Kohorte ldsst sich bedingt durch das geringe Gestationsalter ein
gruppentiibergreifend gering ausgepriagter Nestschutz vermuten. Mangels der Mdglichkeit einer
Vergleichsgruppenbildung aufgrund der Einschlusskriterien der PRIMAL-Studie, die keine Kinder mit
einem Gestationsalter, dlter als die 32 + 6 SSW einschlief3t, ist eine differenzierte Gegeniiberstellung

von FG, die vor dem Zeitpunkt des aktiven Antikdrpertransfers geboren wurden und solchen, die
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mindestens nach Vollendung der 33. SSW geboren wurden und demnach in den Zeitraum des hochsten

Transfers miitterlicher Antikorper fallen, nicht moglich.

4.2. Einfluss des Geschlechts auf die Ausbildung einer Antikorperreaktion

innerhalb des ersten Lebensjahres

In der betrachteten Probandengruppe unterscheiden sich weibliche und méannliche FG am ersten
Lebenstag nur hinsichtlich der Antikérperkonzentration gegen Tetanus signifikant (Abbildung 7A). Fiir
die IgG-Plasma-Antikorperkonzentrationen gegen Diphterie, Polio und HiB lassen sich stets etwas
hohere Werte in der ménnlichen Vergleichsgruppe feststellen (Abbildung 7). Dieses Verhéltnis findet
sich bei im Verlauf insgesamt leicht steigenden Antikdrperkonzentrationen, auch an LT 365 wieder
(Abbildung 8). Zu diesem Zeitpunkt unterscheiden sich weibliche und ménnliche FG auch nicht mehr
hinsichtlich der IgG-Konzentrationen gegen Tetanus (Abbildung 8A). In der Literatur wurden
Beobachtungen beschrieben, die eine hohere Anfalligkeit bspw. fiir die Entwicklung einer Sepsis (55),
oder ein schlechteres Outcome in Folge von Infektionen, etc. bei ménnlichen FG nahe legen (56). Die
genauen Hintergriinde und der Einfluss des Geschlechts im Neu- bzw. Frithgeborenenalter sind
Gegenstand der aktuellen Forschung. Es gibt Ansétze, die Zusammenhénge zwischen x-chromosomal
vermittelter Genexpression und TLRs untersuchen (56), wobei zahlreiche Studien sich mit
Unterschieden in der Hohe der Konzentrationen von Lymphozytensubpopulationen zwischen
ménnlichen und weiblichen Friih- und Reifgeborenen beschiftigen (57,58), wohingegen andere Studien
genau diese Ergebnisse nicht bestdtigen, sondern im Gegenteil von dhnlichen Konzentrationen der
Lymphozytensubpopulationen fiir beide Geschlechter ausgehen (59). Eine Metastudie von 2019 erkennt
die Einflussgrofle ,,Geschlecht™ in Folge der ausgewerteten Studien ilibereinstimmend als anerkannten
Einflussfaktor fiir die Entwicklung der B-Zellreaktion an (14). Uneinigkeit herrscht zwischen in dieser
Studie in Bezug darauf, welche Arten von Impfungen typischerweise mit hoheren Antikdrperreaktionen
bei weiblichen Frithgeborenen assoziiert sind. Ubereinstimmung herrscht zwischen den dort zitierten
Autoren dahingehend, dass es geschlechtsspezifische Unterschiede in der Antikérperreaktion von FG
gibt (14). Auch Ashley L. Fink and Sabra L. Klein &uern in ihrem Manuskript aus 2018 die Vermutung
eines immunologischen Vorteils weiblicher FG ab dem Zeitpunkt der Geburt. Dieser griinde sich auf
hoéheren Konzentrationen B-Zell-aktivierender Faktoren (BAFF) bei den weiblichen FG im Vergleich
zu hoheren Konzentrationen nativer CD5+ B-Zellen bei den ménnlichen FG (60). Die Einordnungen
der vorliegenden Arbeit basieren auf den zu den Zeitpunkten LT 1 und LT 365 gemessenen
Antikoperkonzentrationen im Plasma und setzen ihren Fokus entsprechend auf die B-Zell-Reaktionen.
Aussagen zu chromosomal kodierten-, T-Zell-vermittelten und das Komplement betreffenden
Modulationen der Immunantwort Frithgeborenen, die auf das Geschlecht zuriickzufiihren sind, sind
anhand der gegebenen Daten nicht abzudecken. Schnelle Abfille von zuvor gebildeten Antikérpern im
Plasma sind fiir weibliche Friihgeborene beschrieben worden (14). Aus Mangel an Referenzwerten, die

eine Einschitzung des Verlaufs der Antikdrperentwicklung im ersten Lebensjahr und insbesondere nach
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den Immunisierungen méglich machen wiirden, kann diese Beobachtung im Rahmen dieser Arbeit nicht
evaluiert werden. Zudem macht das parallele Vorliegen des niedrigen Gestationsalters, als ein als
anerkannt modulierender Einflussfaktor auf die adaptive Immunreaktion FG, eine explizit singuldre
Einschéatzung zur Bedeutung des fraglichen Einflussfaktors ,,Geschlecht” unmdoglich. Demzufolge
lassen die im Vergleich innerhalb des ersten Lebensjahres stirker ansteigenden und auch absolut
hoheren Antikorperkonzentrationen der mannlichen FG an LT 1 und LT 365 in der untersuchten Kohorte

keinen immunologischen Vorteil weiblicher FG erkennen.

4.3. Einfluss des Stillens auf die IgG-Plasma-Antikorperverliufe im ersten

Lebensjahr

Die gemessenen Plasma-Antikorperspiegelkonzentrationen am ersten Lebenstag sind fiir die
Einordnung des Einflusses der Muttermilch auf die immunologische Entwicklung der Frithgeborenen
nur insofern von Relevanz, als dass sie Ausgangswerte abbilden, mit denen die Werte an Lebenstag 365
verglichen werden konnen. Aufgrund der Kiirze der Zeitspanne zwischen der ersten Blutentnahme und
dem ersten Anlegen und Stillen, insbesondere unter Beriicksichtigung der geringen Mengen an
zugefiihrter Muttermilch in den ersten Lebenstagen ist keine explizit auf die zugefiihrte Muttermilch
zuriickzufiihrende Stimulation oder Repression der adaptiven Immunreaktion des FG zu erwarten. Diese
Einschétzung lésst sich damit begriinden, dass innerhalb dieses Zeitraumes von Stunden bis wenigen
Tagen per se nur von einer direkten Immunantwort auszugehen ist, und selbst eine hierdurch initiierte
adaptive Immunreaktion in Folge der Friihgeburtlichkeit und damit u.a. einhergehenden niedrigeren
Konzentrationen an Antigen-prasentierenden Zellen (26,50), eher zu einer verzogerten als zu einem
messbarer AntikOrperanstieg zu erwarten ware. Dies trifft auch zu, wenn beriicksichtigt wird, dass der
Zeitpunkt LT 1, hinsichtlich des Zeitpunktes der ersten Blutentnahme im Rahmen der PRIMAL-Studie
einen Zeitraum abdeckt, der sich ab dem Zeitpunkt des Einschlusses noch zusétzlich iiber mehrere Tage
erstrecken konnte. Zum Zeitpunkt LT 1 stellt sich im Vergleich gestillter und ungestillter Frithgeborener
folgendes Bild dar: Ungestillte FG liegen mit ihren Plasma-Antikorperkonzentrationen gegen Tetanus
und Diphterie signifikant hoher als gestillte Kinder (Abbildung 9A, B). Die Hohe der IgG-Plasma-
Antikorperspiegel gegen Polio und HiB unterscheiden sich nicht signifikant zwischen gestillten und
ungestillten Kindern, auch wenn gestillte FG etwas hohere Werte zeigen (Abbildung 9 B, C). Ein
moglicher Grund fiir die z.T. signifikant unterschiedlichen IgG-Konzentrationen ist das Zusammenspiel
unterschiedlicher und z.T. bereits diskutierter immunologischer Einflussfaktoren wie das
Gestationsalter (Abschnitt 4.1), Geschlecht (Abschnitt 4.2), postnatale Antibiotika (Abschnitt 4.4), etc.,
welche in unterschiedlichen Plasma-Antikorperspiegeln am ersten Lebenstag resultieren. Diese fallen
nun als Ausgangswerte der Fragestellung zufillig zwischen den verglichenen Gruppen als signifikant
unterschiedliche Plasma-Antikorperkonzentrationen auf, obwohl kein kausaler Zusammenhang
zwischen der Zufuhr oder dem Nichterhalten von Muttermilch am ersten Lebenstag besteht. Daher

werden die Ausgangswerte beschrieben, aber auf eine Interpretation verzichtet. Zum Zeitpunkt des
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Erreichens des ersten Lebensjahres présentiert sich folgendes Bild: Grundsétzlich gibt es keinen
signifikanten Unterschied in der Héhe der IgG-Plasma-Antikorperkonzentrationen von gestillten und
ungestillten Frithgeborenen an LT 365 (Abbildung 10). Im Gegensatz zum ersten Lebenstag liegen
gegen Tetanus und Diphterie die Plasma-Antikorperspiegel gestillter Kinder leicht oberhalb der Werte,
die fiir ungestillten Kinder gemessen wurden (Abbildung 10A, B) und entgegengesetzt verhélt es sich
bei Polio und HiB (Abbildung 10C, D). Es ist also zu einer, wenn auch statistisch nicht signifikanten
Umkehr, der Ausgangslage gekommen. Allgemein gilt zu beachten, dass fiir diese Fragestellung
insgesamt nur fiir 31 Kinder verwertbare Angaben zu der Art der Erndhrung und der Stilldauer zu
evaluieren waren. Fehlende, unvollstdndige oder widerspriichliche Angaben in den CRF-B6gen zu den
Zeitpunkten LT 1, 31, 365 konnten nur teilweise iiber die Patientenakten rekonstruiert werden, so dass
fiir sieben der eingeschlossenen Probanden hinsichtlich der Art der Erndhrung und/oder der Stilldauer
keine eindeutigen klinischen Angaben feststellen lieBen. Vor diesem Hintergrund ergab sich eine
Gruppengrofie von 31 FG, mit einem Gruppenverhéltnis von 9 gestillten, zu 22 ungestillten Kindern am
ersten Lebenstag und von 19 gestillten, zu 12 ungestillten Kindern am 365. Lebenstag. Die Tatsache,
dass die Anzahl gestillter Kinder an LT 365 hoher liegt als die Zahl gestillter Kinder am ersten
Lebenstag, obwohl die Lénge der Stilldauer innerhalb des ersten Lebensjahres analysiert werden soll,
lasst sich durch den klinischen Kontext und die entsprechende Datenerhebung erkléren Zunéchst ist
festzuhalten, dass das Zeitfenster fiir die Einfiihrung einer effektiven Stillbeziehung zwischen Mutter
und Kind aufgrund physiologischer Mechanismen nur einige Tage betrdgt und die (Wieder-)Einfiihrung
mit jedem Tag der Unterbrechung oder Verzogerung erschwert bis unmoglich wird. Dieser Aspekt sollte
in die Betrachtung der Daten miteinflieBen, denn selbst wenn nicht absolut exakte klinische Angaben
zu evaluieren waren, ist nicht davon auszugehen, dass einige Kinder erst nach Ablauf mehrerer Wochen
Muttermilch erhalten haben. Die klinischen Angaben zur Erndhrung der FG wurde fiir den ersten
Lebenstag, meist aus Patientenakten zusammengetragen, oder aus den Angaben der CRF-Bogen
entnommen. Die Geburt von Frithgeborenen und die komplikationsbehafteten ersten Tage im Leben des
Neugeborenen und der Mutter fiihren hiufig aus medizinischer Sicht zur Notwendigkeit der
iiberbriickenden enteralen Erndhrung des FG {iber eine Sonde und/oder einem verzogerten Stillbeginn
oder zum zeitgleichen Praktizieren von Stillen und Zufiittern. Welche Ernéhrungsform in einer solchen
Situation als die iiberwiegende Erndhrungsform dokumentiert wurde, konnte im Rahmen der
Datenerhebung fiir die vorliegende Fragestellung nicht nachvollzogen werden. Auch fiir den Zeitpunkt
LT 365 wurden die klinischen Angaben basierend auf den Angaben der Eltern in den CRF-Bogen
erhoben. Entsprechend anfillig sind verwendeten klinischen Daten fiir Fehlangaben, da sie im
Nachhinein nicht objektivierbar nachgepriift werden konnten. In der Konsequenz ist es moglich, dass
ein Teil der Kinder zwischen den ersten 24 — 48 Lebensstunden aus medizinischer Notwendigkeit nicht
gestillt werden konnten, oder aufgrund des parallelen Zufiitterns als ungestillte Kinder erfasst wurden,
wodurch die Anzahl der gestillten Kinder an LT 1 im Vergleich niedriger ausfillt als an LT 365. Die

Schwerpunktsetzung richtet sich aus den genannten Griinden daher weniger auf den exakten Beginn des
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Stillens innerhalb der ersten Lebenstage, sondern vielmehr darauf, ob die FG {iberhaupt gestillt wurden
und es hierdurch zu einem Unterschied in der Ausbildung der IgG-Plasma-Antikérperreaktion im ersten
Lebensjahr gekommen ist. Auf eine Differenzierung hinsichtlich der Verabreichung von Muttermilch
und Kolostrum wurde verzichtet.

Muttermilch gilt als wichtige immunologisch supportive Komponente in der Uberbriickung des unreifen
Immunstatus des NG nach der Geburt, weshalb von der WHO fiir mindestens 6 Monate das Vollstillen
empfohlen wird (25,29). Muttermilch enthélt einerseits Immunglobuline, allen voran IgA-Antikorper,
aber auch geringere Mengen an IgM-, IgE- und IgG-Antikérpern, sowie Immunzellen, Zytokine,
16sliche Rezeptoren, Wachstumsfaktoren und Oligosaccheride (25,29). Diese Faktoren wirken sich auf
unterschiedliche Weise auf das Immunsystem des Neu- und auch Friihgeborenen aus. Die
Schleimhautepithelien des Gastrointestinaltraktes Neugeborener zeichnen sich in den ersten
Lebenstagen und -wochen durch eine geringe Schleimproduktion, erhdhte Permeabilitit der Epithelien
und eine anti-inflammatorische Ausrichtung der vorhandenen Immunzellen aus (9,29). Dieser fiir das
unreife Immunsystem charakteristischen Mechanismus der Immuntoleranz erlaubt einerseits den
Ubertritt von Makromolekiilen wie bspw. IgG iiber die Schleimhiute in das kindliche System, so werden
Mikroaspirationen wihrend des Stillens als protektive Faktoren hinsichtlich Atemwegsinfektionen
diskutiert (28) und fordert zeitgleich auf unterschiedliche Weise eine physiologische Kolonisation des
GI-Traktes bspw. in Form der Bereitstellung von HMOs als Substrate fiir physiologische Kommensalen
des Darmes (33). Obwohl IgG-Antikdrper, im Gegensatz zu den IgA-Antikdrpern, die mit 80 — 90 %
den Hauptanteil miitterlicher IgG in der Muttermilch ausmachen, nur einen sehr geringen Anteil an den
Immunglobulinen der Muttermilch haben, konnte ihnen eine Bedeutung hinsichtlich der Abwendung
des Auftretens von Nahrungsmittelallergien zugeschrieben werden. FcR-Rezeptorvermittelt konnen
maternale IgG-Antigen-Komplexe iiber FcR-Rezeptoren der Mukosa in den kindlichen Kreislauf
geschleust werden. Die Exponierung des frithkindlichen Immunsystems mit IgG-Antigen-Komplexen
verhindert im Hinblick auf Nahrungsmittelunvertraglichkeiten, eine Ausbildung eben dieser (29).
Muttermilch enthdlt auch Immunzellen, hiervon machen myeloische Leukozyten wie Monozyten,
Makrophagen und Dendritische Zellen 80% aus, lymphatische Zellen machen 20 % aus, hauptsichlich
handelt es sich hierbei um T-Zellen und wenige NK und B-Zell-Subpopulationen. Die Rollen dieser
Zellen ist Gegenstand aktueller Forschung und noch nicht génzlich verstanden. Diskutiert werden u.a.
Reifungsbeschleunigung des Immunsystems durch Mikrochimérismus (hierunter versteht man das
Persistieren einer kleinen Anzahl an vitaler, korperfremder/allogener Zellen in einem Organismus (61)),
die Entwicklung IgE-vermittelter Allergien, u.v.m. (29). Wahrend HMOs lange Zeit hauptséchlich als
Substrat fiir physiologische Kommensalen des Gastrointestinaltraktes und damit vor allem die Funktion
der Bereitung einer guten Ausgangslage zur Ausbildung eines physiologischen Darmmikrobioms
zugeteilt wurde, werden ihnen mittlerweile immunmodulatorische Fahigkeiten, wie bspw. die Fahigkeit
zur Beeinflussung der Permeabilitét von Epithelien der Mukosa, Interagieren mit Immunzellen und das

Besetzen von Rezeptoren der Mukosa zugeschrieben (9,29,62). Short Chain Fatty Acids, die wiederum
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als Stoffwechselprodukte physiologischer Darmkeime wie z.B. Bifidobacteriacea entstehen, werden u.a.
die Fahigkeit zur Induktion regulatorischer T-Zellen zugeschrieben (9). Unter Beriicksichtigung der
beschriebenen immunmodulatorischen Wirkweisen von Komponenten der Muttermilch wird deutlich,
dass die adaptive Immunitét und damit die hier untersuchte B-Zellreaktion in Form der Ausbildung von
hohen IgG-Antikérperkonzentrationen nicht direkt oder zentral beriihrt sind. Reifungsprozesse, die
durch Mikrochimédrismus ausgelost werden, sind ein interessanter Ansatz, der Zuspruch in den
Ergebnissen der Untersuchung von Allergiepravention, vermittelt durch maternale IgG-Antigen-
Komplexe aus der Muttermilch erhédlt. Nichtsdestotrotz sollten verdnderte Plasma-
Antikorperentwicklungen in Anbetracht der aktuellen Forschungslage vermutlich eher sekundar als
Konsequenz einer priméren Beeinflussung bzw. Reifungsinduktion der direkten Immunitét, die in der
Folge tiber optimierte Prozesse zu einer verbesserten Interaktion und damit Stimulation der B-Zellen
verstanden werden. Diese Einschédtzung wiirde mit den Ergebnissen im Vergleich der Plasma-
Antikorper libereinstimmen, die in der betrachteten Kohorte keine Unterschiede zwischen gestillten und
ungestillten FG im Verlauf des ersten Lebensjahres zeigen (Abbildung 10). Auch bei der
Gegeniiberstellung der Daten in Abhéngigkeit von der Stilldauer lie sich kein linearer Zusammenhang
zwischen der Stilldauer, beziechungsweise dem Einfluss der Muttermilch auf die Entwicklung der
adaptiven  Immunitdt erkennen. Verglichen wurden die Hohe der IgG-Plasma-
Antikorperkonzentrationen bei Frithgeborenen, die {iber die Dauer von mindestens 3 (n=10), 6 (n = 10)
oder 12 (n = 2) Lebensmonaten gestillt wurden (Tabelle 6). In der betrachteten Kohorte zeigte sich fiir
alle vier Antigengruppen (Tetanus, Polio, Diphterie, HiB) hohere Plasma-Antikdrperkonzentrationen
fiir Kinder der Gruppe, die iiber die Dauer der ersten 3 Lebensmonate Muttermilch erhalten hatten als
in der Gruppe der Kinder, die fir die ersten 6 Lebensmonate Muttermilch erhalten hatten. Diese
Beobachtung entspricht insofern der allgemeinen Forschungslage, als dass IgA-Plasma-Antikorper,
Zytokine, 16sliche Rezeptoren, Antigene etc. ihre immunmodulatorische Wirkung hauptséchlich iiber
Interaktionen mit den Schleimhautepithelien des GI-Traktes (29) und Respirationstraktes (28,62)
entfalten und damit nicht zu einer direkten, sondern sekundér und auf langere Sicht zu einer indirekten
Beeinflussung der B-Zell-Reaktion fithren kdonnen. Zum Teil wird sogar generell eine Beeinflussung
von APC- und T-Zellen durch miitterlichen Antikdrpern bestritten (24). Die geringen Mengen an
vermeintlich iiber die noch durchlédssigen Mukosa ins fetale System iibergetretenen IgG-Antikorper der
Muttermilch haben vermutlich keinen systemischen ,,blunting* Effekt. Zumindest lassen sich auch in
der Literatur keine gegensétzlichen Beobachtungen finden. Dennoch bleibt fraglich, ob ihre Wirkung
sicher vernachldssig bar ist. Da nur zwei Kinder bis zum zwdlften Lebensmonat gestillt wurden, konnen

deren Antikodrperkonzentrationen nicht weiter eingeordnet werden.
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4.4. Einfluss der antibiotischen Wirkstoffkombination von Gentamycin
und Ampicillin/Sulbactam auf die Plasma-Antikorperentwicklung von

Friihgeborenen innerhalb des ersten Lebensjahres

Wihrend der Neonatalperiode werden FG regelméfig Antibiotika zur Prophylaxe schwerwiegender
Komplikationen verabreicht (36,63). Antibiotika, auch solche, die der Kindsmutter verabreicht wurden,
beeinflussen neben dem niedrigen Gestationsalter, der Art der Entbindung und der Eméhrung, die
Besiedlung des Gastrointestinaltraktes (GI-Trakt) (36). Die Besiedlung des kindlichen GI-Traktes mit
physiologischen Kommensalen wird mitunter durch den toleranten Status des unreifen Immunsystem
ermoglicht. Antibiotika konnen sich in der Neonatalperiode nachteilig auf die physiologische
Zusammensetzung des frithkindlichen Mikrobioms auswirken (35,36,52). Abgesehen von Gentamycin
fiihrt der Grofteil der regelméBig verabreichten Standardantibiosen der Kinderintensivstationen bspw.
Meropenem und Cefotaxim zu einer Verminderung der Fiille von physiologischen Darmkeimen, ebenso
wie die kumulative Gaben von Antibiotika (35,63). Im Kontext mit der Rolle der Muttermilch wurden
im vorherigen Abschnitt (Abschnitt 4.3) bereits Wechselwirkungen zwischen Mikrobiom und adaptiver
Immunitit Frithgeborener erldutert. Mithilfe einer deskriptiven Statistik wurden Daten der vorliegenden
Arbeit dahingehend analysiert, ob sich eine Korrelation zwischen der Hohe der Plasma-
Antikorperspiegel und einer Antibiotikatherapie mit Ampicillin/Sulbactam beschreiben ldsst. Wie die
Muttermilch kann auch die Wirkstoffkombination aus Ampicillin/Sulbactam als ein Modulator in der
Entwicklung des friihkindlichen Mikrobioms verstanden werden, welcher sich indirekt durch die
verdnderte Darmflora, eine hieraus resultierende mdgliche Induktion proinflammatorischer Prozesse
und Verdnderungen, mitunter vermittelt durch Zellen der direkten Immunitit, die in direkter
Wechselwirkung mit den Zellen der erworbenen Immunabwehr stehen. Durch die hierdurch potenziell
verdnderten Interaktionen zwischen den Zellen der direkten und der adaptiven Immunitét konnte diese
adaptive Immunantwort entsprechend moduliert sein. Es gilt als gesichert, dass das Mikrobiom eine
groe Rolle fir die immunologische Entwicklung Neugeborener spielt, ebenso gilt, dass die
Verabreichung von Antibiotika die Ausbildung einer Dysbiose durch eine Verringerung der Fiille
physiologischer Kommensalen zugunsten des vermehrten Auftreten weniger forderlicher Darmkeime
begiinstigen (9,36,63,64). Beide Faktoren wirken sich nicht direkt auf die adaptive Immunitit aus,
dennoch besteht die Moglichkeit, dass sich iiber mehrere Zwischenschritte ein kausaler Zusammenhang
beschreiben liee: Antibiotikagaben in der Neonatalperiode fiihren Uber eine verdnderte
Keimbesiedlung zu einer Induktion pro-inflammatorischer Prozesse (was eine Modulation der direkten
Immunitat darstellt), die wiederum das Risiko erhdhen eine NEC zu entwickeln (25). Demnach kénnte
auch argumentiert werden, dass eine antibiotikabedingte Dysbiose {iber den Zwischenschritt der pro-
inflammatorischen Modulation der direkten Immunitét, ein verdndertes Zusammenspiel zwischen den
Zellen der direkten und adaptiven Immunitdt zur Folge haben konnte, welches auch die adaptive

Immunreaktion beeinflussen konnte. Diese Frage bzw. eine tiefergehende Untersuchung dieses
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Zusammenhanges konnte vor dem Hintergrund der Diskussionen um die bestmdglichen Impfstrategien
einschlieSlich Impstoffkomponenten, -regimes, -interferencen etc. moglicherweise von Interesse sein.
Die Kombination aus Gentamycin und Ampicillin/Sulbactam stellt mit 26 aus 38 Kindern, die diese
Antibiotikakombination erhalten haben, die Standardkombination in der untersuchten Kohorte dar. Da
fiir Gentamycin von den geringsten nachteiligen Effekte auf die Entwicklung des frithkindlichen
Mikrobioms ausgegangen wird (36), soll folgend dargelegt werden, inwiefern sich Unterschiede in der
Plasma-Antikorperreaktion nachweisen lassen, die sich mit der Verabreichung von
Ampicillin/Sulbactam assoziieren lassen. Vorliegend ldsst die Gesamtgruppengrof3e (n = 38), mit ihrer
Unterteilung nach  verabreichter  Antibiotikakombination: Reine  Standardantibiose aus
Ampicillin/Sulbactam und Gentamycin (n = 26, Verhéltnis ca. 2:3), Kombination Gentamycin und
Ampicillin/Sulbactam mit einem zusétzlichen Antibiotikum (n = 7, Verhiltnis ca. 1:5) oder
Alternativkombination ohne Ampicillin/Sulbactam (n = 5, Verhiltnis ca. 1:7) keine abschlieBende
Statistik zu (Tabelle 7). Die folgenden Erléuterungen bilden demnach Beobachtungen ab, die
moglicherweise zukiinftig genauer analysiert werden konnten. In der Gegeniiberstellung
Antibiotikakombination mit Ampicillin/Sulbactam (n = 33) zu Antibiose ohne Ampicillin/Sulbactam
(n=5) lassen sich fiir Tetanus und Diphterie hohere Plasma-Antikorperspiegel in der Gruppe mit
Ampicillin/Sulbactam feststellen (Tabelle 7), bei Polio und HiB verhélt es sich umgekehrt. Obwohl sich
die Hohen der Antikdrper z.T. signifikant unterscheiden, sind diese Unterscheide aufgrund der
Gruppengrofle nicht reprdsentativ. Fiir eine genauere Beobachtung wurde die Gruppe der
Frithgeborenen, die Ampicillin/Sulbactam erhalten haben, weiterunterteilt in die Gruppe derjenigen
Kinder, die die Standardkombination aus Gentamycin und Ampicillin/Sulbactam erhalten (n = 26) - und
diejenigen, die zur Standardkombination noch ein zusétzliches Antibiotikum erhalten haben (n = 7) -
unterteilt. In der Gegeniiberstellung dieser Werte waren die niedrigsten Plasma-
Antikorperkonzentrationen, auler gegen Diphterie, immer in der Gruppe der Standardantibiose zu
finden. Unter den gegebenen Umstdnden und in der Annahme, dass Gentamycin sich nur geringfligig
auf das Mikrobiom auswirkt, konnten sich diese Ergebnisse weitestgehend dahingehend interpretieren
lassen, dass die Verabreichung von Ampicillin/Sulbactam in der betrachteten Kohorte moglicherweise
eine Dysbiose indizieren, bzw. zu einer Modulation des Mikrobioms fiihren konnte, welche indirekt
bzw. iiber weitere Zwischenschritte zu einer nachteiligen Beeinflussung der adaptiven Immunantwort
fiihren konnte. Obwohl die Unterschiede nicht signifikant waren, ist diese Beobachtung interessant und

es lohnt eine Uberpriifung der Ergebnisse in einer groBeren Kohorte.

4.5. Schwichen und Starken der Arbeit

Die vorliegende Arbeit weist Schwichen und Stiarken auf. Die grofiten Limitationen der Arbeit sind zum
einen die geringe GroBe der Kohorte von insgesamt maximal 38 Frithgeborenen, die sich in
Abhéngigkeit vom zu untersuchenden Schwerpunkt, wie beispielsweise der Anzahl von Kindern mit

bestimmten Antibiotikakombinationen weiter reduziert. Die beobachteten Ergebnisse bediirfen
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entsprechend einer Re-Evaluation anhand einer grofleren Probandenanzahl. Zum anderen basieren die
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit maB3geblich auf den gemessenen Antikdrperkonzentrationen im
Plasma der Frithgeborenen zum Zeitpunkt LT 1 und LT 365. Diese beiden Zeitpunkte sind
ausschlaggebend fiir den Vergleich der Hohe der Antikérperkonzentrationen von LT 1 zu LT 365 nach
Erhalt der drei Grundimmunisierungen. Dennoch wiirden Referenzwerte zu weiteren unterschiedlichen
Zeitpunkten im Laufe des ersten Lebensjahres, insbesondere wenige Wochen nach den Impfungen, eine
detailliertere Einschéitzung iiber den Verlauf der Antikorperentwicklung zulassen und die untersuchten
Einflussfaktoren wéren moglicherweise besser singuldr einzuordnen. Auch ein insgesamt weiter
gefasstes Altersspektrum mit dlteren Kindern, die ein Gestationsalter von mindestens 36 + 1 SSW
aufweisen und damit im Bereich der maximalen Transferraten miitterlicher Antikorper liegen, wire
einer differenzierteren Einschidtzungen des Einflusses des Gestationsalters und der maternalen
Antikorper auf die Entwicklung der Antikorperspiegel zutréglich gewesen. Eine weitere Schwiche liegt
in der Abwesenheit klinischer Daten der Miitter der Probanden. Kenntnisse und Vergleich des
miitterlichen Immunstatus der Miitter mit der immunologischen Ausgangslage der Kinder und deren
immunologischer Entwicklung auf die Immunisierungen iibersteigen den Umfang der Arbeit, aber
wéren wiinschenswert gewesen. Eine weitere Schwiche der Arbeit liegt darin, dass die Bestimmung der
Hohe der IgG-Plasma-Antikdrperspiegel keinerlei Aufschluss iiber den Reifungs- beziehungsweise
Differenzierungsgrad der B-Zell-Rezeptoren zuldsst, der sich von Individuum zu Individuum
unterscheidet. Da dessen Funktionalitit jedoch im Wesentlichen an der Ausbildung der
Antikorperreaktion beteiligt ist, stellt die vorgenommene Bewertung der Immunfunktion anhand der
Antikorperkonzentrationen eine Einschdtzung dar. Die Vernachldssigung der Analyse der T-
Zellreaktionen an der Immunantwort, insbesondere da diese der B-Zellreaktion iiblicherweise
vorausgeht und an ihrer Initiierung beteiligt ist, stellt eine Limitation der Arbeit dar. Fiir eine fundierte
Einschédtzung zur Beeinflussung des friihkindlichen Mikrobioms durch Antibiotika in den ersten
Lebenstagen und daraus resultierender Folgen fiir die immunologischen Entwicklung, wére zusétzlich
zu den Antikorperspiegeln auch die Untersuchung von Stuhlproben und Antibiotikagaben in der
Schwangerschaft zu untersuchen gewesen.

Eine Stirke der Arbeit liegt darin, dass im Rahmen der PRIMAL-Studie erstmals periphere Blutanalysen
zur Bestimmung der IgG-Plasma-Antikdrperspiegeln als Reaktion auf die Verabreichung eines
Vierkomponenten-Impfstoffes bei FG im Alter von 28-32 SSW untersucht wurden und eine
Folgeuntersuchung nach einem Jahr stattfand. Auch die Untersuchung spezifischer
Antibiotikakombinationen, insbesondere der Wirkstoffe Gentamycin und Ampicillin/Sulbactam, auf die
immunologische Entwicklung in Folge einer potenziellen Beeinflussung des Mikrobioms ist meines

Erachtens ein neuer Ansatz.
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4.6. Schlussfolgerungen

Die unreife Immunsystem und zahlreiche Einflussfaktoren waren und sind Gegenstand der aktuellen
Forschung. Einige Aspekte der immunologischen Entwicklung und Wechselwirkungen dieser mit der
Umwelt sind weitestgehend analysiert, andere hingegen noch nicht génzlich nachzuvollziehen. Wahrend
die Charakteristika des frithkindlichen unreifen Immunsystems als gut verstanden gelten, gibt es eine
Fille an Einflussfaktoren, deren Wechselwirkungen und Interferenzen, insbesondere im
Zusammenhang mit Impfungen innerhalb des ersten Lebensjahres noch nicht vollstindig aufgeklért
sind. In der Literatur fallt auf, dass hierzu vermehrt die direkte Immunitdt untersucht wird, wohingegen
Studien zur Entwicklung der adaptiven Immunitdt eher selten zu finden sind. Der Grund hierfiir liegt
wahrscheinlich darin, dass angenommen wird, dass die adaptive Immunitét ausschlielich indirekt, also
iber die direkte Immunitédt stimuliert wird. Neu an dieser Arbeit ist daher, einige der bekannten
Einflussfaktoren, denen eine immunmodulatorische Féahigkeit sicher nachgesagt wird, auf eine direkte
Korrelation mit der Hohe von Plasma-Antikorperspiegeln im ersten Lebensjahr Frithgeborener zu
untersuchen. Insgesamt zeigten sich hierbei im Hinblick auf die untersuchten Einflussgrofen:
Gestationsalter, Geschlecht, Erndhrung mit Muttermilch und verabreichte Antibiotika keine
signifikanten Unterschiede. Hier zeigen sich jedoch auch die Limitationen der Arbeit, insbesondere
durch die GesamtgruppengroBe sind die Ergebnisse nicht allgemein repridsentativ. Eine Kklare
Separierung und die spezifische Zuordnung beobachteter Einfliisse und deren Konsequenz fiir das
unreife Immunsystem ist nur sehr schwer moglich. Ursdchlich hierfiir ist das zeitgleiche Vorliegen
beziechungsweise Auftreten von einer groBen Fiille immunmodulierender Einflussfaktoren. Die
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bestitigen die Auffassung, dass bei Frithgeborenen trotz ihres
unreifen Immunstatus und einer verminderten IgG-Plasmaantikérperreaktion von den drei
Grundimmunisierungen profitieren, da diese im Laufe des ersten Lebensjahres zu verldsslich
protektiven Antikorperspiegeln und somit zu einem verminderten Risiko fiir schwere Erkrankungen
fiihren.

Das Fazit dieser Arbeit ist, dass eine separate Untersuchung der Auswirkung einzelner immunologischer
Einflussfaktoren auf die adaptive Immunitdt in Abgrenzung zu deren Auswirkungen auf den
immunologischen Reifungsprozess in seiner Gesamtheit kaum realisierbar erscheint. Die
Differenzierung der Auswirkungen zeitgleich vorliegende und miteinander wechselwirkender
EinflussgréBen, sowie deren primédrer Einfluss auf die direkte Immunitit, die wiederum die adaptive
Immunitdt beeinflusst, iibersteigen den Umfang der vorliegenden Arbeit. Die gemachten
Beobachtungen und offen geblieben Fragen konnten dennoch Anlass bieten im Rahmen weiter gefasster

Arbeiten untersucht zu werden (18,24).
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