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Zusammenfassung 

Trotz weitreichender Fortschritte in der neonatologischen Intensivmedizin stellt die 

systemische Infektion des Früh- und Neugeborenen auch heute noch eine große 

Herausforderung dar, da sie mit einer hohen Mortalität und zahlreichen Langzeit-

komplikationen assoziiert ist. Wesentliches Hindernis einer frühen Diagnose und er-

folgreichen Therapie ist hierbei das unzureichende Verständnis der zugrundeliegen-

den Pathophysiologie, das sich im Fehlen zuverlässiger und frühzeitig verfügbarer 

Marker widerspiegelt. 

Ziel der vorgelegten explorativen Studie war deshalb, spezifische Unterschiede in der 

Genexpression von Frühgeborenen mit und ohne konnatale Infektion zum Zeitpunkt 

der Geburt zu identifizieren. Hierzu wurden Frühgeborene prospektiv in die Studie 

eingeschlossen und der Gruppe „konnatale Infektion“ beziehungsweise der Kontroll-

gruppe ohne konnatale Infektion zugeordnet. Die Diagnose der konnatalen Infektion 

erfolgte anhand laborchemischer und klinischer Zeichen in den ersten 72 Lebens-

stunden. Die RNA für die genomweite Transkriptomanalyse wurde aus Nabelschnur-

blut gewonnen, das unmittelbar nach der Geburt asserviert wurde. 

Unsere Ergebnisse zeigten Unterschiede in den Genexpressionsprofilen von Früh-

geborenen mit und ohne konnatale Infektion. Frühgeborene mit konnataler Infektion 

wiesen höhere Expressionslevel von Genen auf, die im Zusammenhang mit der 

Funktion neutrophiler Granulozyten, Hypoxie und Kohlenhydratstoffwechsel stehen. 

Gleichzeitig zeigten sie eine geringere Expression von Genen, die die Reifung und 

Aktivität natürlicher Killerzellen beeinflussen. Die Beeinträchtigung der Funktion na-

türlicher Killerzellen und die erhöhte Aktivität von Neutrophilen stellen Schlüsselfunk-

tionen dar, die beim Frühgeborenen zur systemischen Infektion einerseits und zum 

Gewebeschaden andererseits führen können. 

Die Ergebnisse unserer Transkriptomanalyse tragen zu einem besseren Verständnis 

der pathophysiologischen Prozesse bei, die der konnatalen Infektion des Frühgebo-

renen zugrunde liegen. Die Identifizierung von Schlüsselfaktoren und Signaltransduk-

tionswegen kann die gezieltere Untersuchung potentieller diagnostischer Werkzeuge 

ermöglichen, die Voraussetzung für eine frühe und effiziente Therapie sind. 
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Abstract 

Despite the progress in neonatal intensive care, systemic infections in the term and 

preterm neonate remain a great challenge, as they are associated with a high mor-

tality rate and numerous long-term complications. One of the major obstacles for an 

early diagnosis and a successful therapy is the poor understanding of the underlying 

pathophysiology, which is mirrored by the lack of markers that are both reliable and 

early available. 

The goal of this explorative study was therefore to identify specific differences in the 

gene expression of preterm infants with and without early-onset infection at birth. For 

this purpose, we prospectively included preterm infants in the study, who were allo-

cated either to the group “early-onset infection” or to the control group without early-

onset infection. The diagnosis of early-onset infection was based on laboratory and 

clinical findings collected within the first 72 hours of life. The RNA for this genome 

wide transcriptome analysis was obtained from cord blood immediately after birth. 

Our results revealed differences in the gene expression profiles of preterm infants 

with and without early-onset infection. Neonates suffering from early-onset infection 

displayed higher expression levels of genes associated with the function of neutrophil 

granulocytes, hypoxia and carbohydrate metabolism. At the same time they showed 

a lower expression of genes affecting the maturation and activity of natural killer cells. 

The functional impairment of natural killer cells as well as the increased activity of 

neutrophils in the preterm infant are key functions in the development of systemic 

infection and tissue damage. 

The results of our transcriptome analysis contribute to a better understanding of the 

pathophysiological processes underlying early-onset infection in preterm infants. The 

identification of key factors and signal transduction pathways may enable further 

studies to develop diagnostic tools which are a prerequisite for an early and efficient 

therapy. 
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1 Einleitung 

1.1 Definition der neonatalen Sepsis 

In den Leitlinien der Deutschen Sepsis-Gesellschaft wird die Sepsis des Erwachse-

nen als eine „komplexe systemische inflammatorische Wirtsreaktion auf eine Infekti-

on“ beschrieben, die „über eine Kombination von Vitalparametern, Laborwerten, 

hämodynamischen Daten und Organfunktionen definiert wird“ 1. 

Im Neugeborenen stellt die Sepsis eine ebenso schwere Bedrohung dar. Anders als 

beim Erwachsenen gelingt hier jedoch seltener der Nachweis von Erregern in der 

Blutkultur. Da auch die Definition der neonatalen Sepsis eine positive Blutkultur vo-

raussetzt, wird ihre Prävalenz unterschätzt 2, 3. 

1.2 Epidemiologie der neonatalen Sepsis 

Nach einer im Jahr 2005 veröffentlichten Schätzung der WHO ist die neonatale Sep-

sis zusammen mit der Pneumonie für 26% aller Todesfälle in Neugeborenen verant-

wortlich und zählt damit weltweit zu den häufigsten Todesursachen in diesem Kollek-

tiv 4. 

 

Abbildung 1: Haupttodesursachen in Kindern unter 5 Jahren und in Neugeborenen 
4
. Dargestellt sind 

die Durchschnittswerte der Jahre 2000 bis 2003. 37% der Kinder sterben noch als Neugeborene 

(„Neonatal“), 26% von ihnen an einer Sepsis oder einer Pneumonie („Sepsis or pneumonia“). 
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Besonders stark betroffen sind Frühgeborene mit einem Geburtsgewicht unter 1500 

Gramm. Obwohl nur in ein bis acht von 1000 Fällen eine durch eine positive Blutkul-

tur nachgewiesene neonatale Sepsis vorliegt, wird die Inzidenz der durch klinische 

und laborchemische Parameter diagnostizierten konnatalen Infektion in diesem Kol-

lektiv auf annähernd 50 Prozent geschätzt 2. Ursache für diese große Diskrepanz 

sind die besonderen Hindernisse in der Diagnostik der neonatalen Sepsis. Aufgrund 

präpartaler antibiotischer Therapien der Mutter und kleiner Probenmengen kommen 

viele Blutkulturen zu einem falsch negativen Ergebnis 2, 3. Die Mortalität der 

neonatalen Sepsis liegt je nach Publikation zwischen 2% und 50% 2, 5 - 7 und nimmt 

mit abnehmendem Gestationsalter zu 5. 

Trotz zahlreicher Fortschritte in der Versorgung von Früh- und Neugeborenen ist die 

Inzidenz der konnatalen Sepsis in den vergangenen Jahren konstant geblieben. Im 

selben Zeitraum konnte jedoch eine Verschiebung des Erregerspektrums beobachtet 

werden. Während in früheren Jahrzehnten grampositive Erreger als Hauptauslöser 

der neonatalen Sepsis galten, lassen sich heute zunehmend häufiger gramnegative 

Keime in der Blutkultur nachweisen. Dieser Trend, der auf den verstärkten Einsatz 

peripartal verabreichter Antibiotika zurückzuführen ist, wird sich in den nächsten Jah-

ren vermutlich weiter fortsetzen 5, 8, 9. 

1.3 Klassifikation der neonatalen Sepsis 

Während für Kinder und Erwachsene ein international gebräuchliches Klassifikati-

onsschema vorliegt 10, das eine Einteilung der Sepsis in die verschiedenen Stadien 

SIRS, Sepsis, Schwere Sepsis und Septischer Schock ermöglicht, fehlt für die Diag-

nose der neonatalen Sepsis ein vergleichbares, allgemein anerkanntes Schema 11, 12. 

In Abhängigkeit vom Zeitpunkt ihres Auftretens wird zwischen einer frühen und einer 

späten Form der neonatalen Sepsis unterschieden, der konnatalen oder Early-Onset 

Neonatal Sepsis (EONS) und der nosokomialen oder Late-Onset Neonatal Sepsis 

(LONS). In den zahlreichen Fällen, in denen trotz des begründeten klinischen Ver-

dachts einer Sepsis keine positive Blutkultur vorliegt, wird analog hierzu zwischen 

konnataler und nosokomialer Infektion des Neugeborenen differenziert. 
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1.3.1 Die konnatale Infektion des Neugeborenen 

Die konnatale Infektion des Neugeborenen (Early-onset infection: EOI) tritt innerhalb 

der ersten 72 Stunden nach Geburt auf. Von der nosokomialen Infektion unterschei-

det sie sich außerdem durch die ihr zugrunde liegende Ätiologie und das für sie cha-

rakteristische Erregerspektrum. 

Hauptursache der konnatalen Infektion ist eine vertikale Infektion durch vaginal as-

zendierende Keime der mütterlichen Genitalflora, die in das Fruchtwasser gelangen 

und so das ungeborene Kind infizieren. Begünstigt wird die konnatale Infektion des 

Neugeborenen durch eine bakterielle Vaginose der Mutter, die bei 15 – 20% aller 

Schwangerschaften beobachtet werden kann 13 - 15. In ca. 1% aller Schwangerschaf-

ten kommt es im weiteren Verlauf zur Entwicklung einer Chorioamnionitis, meist 

durch aszendierende Keime der mütterlichen Vaginalflora. Die Infektion der Frucht-

höhle kann über das Fruchtwasser auf das Ungeborene übergreifen und zur 

Frühgeburtlichkeit führen 14. Tritt während der Schwangerschaft ein vorzeitiger Bla-

sensprung auf, nimmt das Risiko einer Frühgeburt und einer Infektion des Neugebo-

renen weiter zu 16. 

Die Mehrzahl der Infektionen wird inzwischen durch gramnegative Keime hervorgeru-

fen (60,7%), während grampositive Erreger in etwas mehr als einem Drittel der Fälle 

(36,9%) und Pilze nur selten (2,4%) bei  den erkrankten Neugeborenen nachgewie-

sen werden 8.  In der erwähnten Studie war Escherichia Coli mit 44% der mit großem 

Abstand am häufigsten vertretene Erreger. Streptokokken der Gruppe B (10,7% aller 

Infektionen) spielten ebenso wie Koagulase-negative Staphylokokken (ebenfalls 

10,7%) im Vergleich zu Escherichia Coli eine eher untergeordnete Rolle. Die Ver-

schiebung des Keimspektrums in Richtung gramnegativer Erreger ist am ehesten auf 

den weit verbreiteten Einsatz der gegen B-Streptokoken gerichteten intrapartalen 

Antibiotikaprohylaxe zurückzuführen 5. 

1.4 Pathophysiologie der neonatalen Sepsis 

Trotz zahlreicher Erkenntnisse über einzelne Mechanismen der neonatalen Immun-

abwehr und beteiligter Signaltransduktionswege bleiben größere Zusammenhänge 

zur Pathophysiologie in der neonatalen Sepsis bis zum heutigen Tag weitgehend 

ungeklärt. Hiedurch fehlt es an frühen Markern einer EOI bzw. EONS. Demzufolge 

kommt es im klinischen Alltag zu einer verspäteten Diagnosestellung und einer ver-
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späteten zielgerichteten Therapie. Beides spiegelt sich in der hohen Morbidität und 

Mortalität wider. 

1.4.1 Die besondere Rolle der angeborenen Immunität 

Die angeborene Immunität spielt in der Pathophysiologie der konnatalen Infektion 

eine wesentliche Rolle. Dies erklärt sich dadurch, dass das Ungeborene unter phy-

siologischen Bedingungen in utero steril heranwächst. Erst postpartal wird es einer 

Vielzahl von Antigenen ausgesetzt und es kommt zur Entwicklung des immunologi-

schen Gedächtnisses 17, 18. 

Wie die erworbene Immunabwehr besteht auch die angeborene Immunabwehr aus 

zwei Anteilen: den zellulären und den humoralen Komponenten. 

 

Abbildung 2: Bestandteile der angeborenen Immunabwehr. 

 

1.4.1.1 Zelluläre Komponenten der angeborenen Immunabwehr 

Zum zellulären Anteil der Immunabwehr zählen neben den neutrophilen 

Granulozyten Monozyten und Makrophagen. Sowohl Monozyten/Makrophagen als 
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auch neutrophile Granulozyten sind zur Phagozytose befähigt. Ihre Aufgabe besteht 

in der Erkennung, Bindung, Aufnahme und Abtötung eindringender Mikroorganis-

men. Als antigenpräsentierende Zellen tragen sie darüber hinaus wesentlich zur Akti-

vierung und Steuerung der erworbenen Immunität bei. Ebenfalls zur angeborenen 

Immunität gezählt werden die natürlichen Killerzellen. In den vergangenen Jahren 

wurde zunehmend deutlich, dass NK Zellen durch ihren Einfluss auf die Reifung und 

Selektion dendritischer Zellen zur Aktivierung und Modellierung einer gezielten Ant-

wort der erworbenen Immunität beitragen 19, 20. 

1.4.1.2 Humorale Komponenten der angeborenen Immunabwehr 

Zu den Komponenten der humoralen Immunabwehr des Neugeborenen zählen ne-

ben Defensinen und Komplementfaktoren spezifische Antikörper der Mutter, die  den 

Föten über einen diaplazentaren Transfer erreichen. 

Während über die Rolle von Defensinen im Rahmen der neonatalen Abwehr relativ 

wenig bekannt ist 17, konnte nachgewiesen werden, dass selbst Frühgeborene mit 

schweren bakteriellen Infektionen in der Lage sind, C3a-Konzentrationen zu errei-

chen, die mit denen Erwachsener vergleichbar sind 21, 22. Hingegen fehlt Frühgebo-

renen, die vor dem dritten Trimenon der Schwangerschaft zur Welt kommen, der na-

türliche „Nestschutz“ durch die maternalen Antikörper 17, 23. 

1.4.2 Die Rolle der erworbenen Immunität 

Im Gegensatz zur angeborenen scheint die erworbene Immunität nur eine unterge-

ordnete Rolle in der Pathophysiologie der systemischen Infektion von Früh- und 

Neugeborenen zu spielen. Kernkompetenz der erworbenen Immunität ist die gezielte 

Eliminierung spezifischer Pathogene. Voraussetzung hierfür ist eine vorangegangene 

Stimulation durch entsprechende Antigene. Die Reifung von Lymphozyten, den Re-

präsentanten der adaptiven Immunität, ist deshalb eng verbunden mit extrauterinem 

Leben 17, 24. Die nach Geburt zahlenmäßig massiv ansteigenden Lymphozyten sind 

in ihrer Funktionalität daher noch stark eingeschränkt 25 - 27. Die supprimierte Zytoto-

xizität der noch unerfahrenen neonatalen T-Zellen führt zu einer Beeinträchtigung 

des zellulären Anteils der adaptiven Immunantwort, während die geringe Zahl von 

Gedächtnis-B-Zellen und der zumeist noch ausstehende Klassen-Switch hin zu IgG 

und IgA eine Beeinträchtigung des humoralen Anteils der adaptiven Immunantwort 

zur Folge haben 24. 
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1.4.3 Zusammenfassende Darstellung der Pathophysiologie 

Bei der systemischen Infektion des Neugeborenen kommt es insbesondere bei Früh-

geborenen, die über keine oder nur geringe Mengen mütterlicher Antikörper verfü-

gen, zu einer unzureichenden Opsonierung bakterieller Antigenstrukturen. Zudem 

führt die sowohl qualitative als auch quantitative Beeinträchtigung der neonatalen 

Neutrophilen zwar zu einer raschen Erschöpfung der Granulozytenreserve, jedoch 

nicht zu einer erfolgreichen Elimination des Erregers. Die in ihrer immunologischen 

Kompetenz kaum oder nur in geringem Maße eingeschränkten Monozyten und Mak-

rophagen führen währenddessen zu einer maximalen Aktivierung der 

inflammatorischen Antwort, die sich klinisch als Sepsis manifestiert 17, 28. Folge der 

Dysregulation der wirtseigenen Abwehrreaktion ist eine überschießende 

inflammatorische Immunantwort, die sich in einer massiven Freisetzung 

proinflammatorischer Zytokine, einem so genannten Zytokinsturm, äußert. TNF, In-

terleukin 1 (IL1), IL2, IL6, IL8 und Interferon Gamma (IFN) zählen zu den prominen-

testen und am besten untersuchten Vertretern: in nahezu allen klinischen Studien 

finden sich massiv erhöhte Spiegel der genannten Zytokine im Plasma infizierter 

Neugeborener 17, 28. Eine 2011 von Leviton et al. publizierte Studie zeigt außerdem, 

dass Frühgeborene mit einem geringeren Gestationsalter generell höhere Spiegel 

inflammatorischer Proteine aufweisen als Frühgeborene mit einem höheren 

Gestationsalter 29. Demnach reagieren gerade unreife Neugeborene mit einer über-

schießenden systemischen Immunantwort auf bakterielle Infektionen 30. Durch die 

systemische Freisetzung von Zytokinen kommt es über eine Aktivierung zahlreicher 

Signaltransduktionswege zu einer allgemeinen Permeabilitätserhöhung und Weitstel-

lung der Gefäße bei gleichzeitiger Okklusion kleinster Gefäße. Dies kann im weiteren 

Verlauf zu Schock, Multiorganversagen und Tod führen 17, 23, 31. 

Obwohl aktuelle klinische und experimentelle Studien Einblicke in die Prozesse, die 

der konnatalen Infektion mit ihren Begleiterkrankungen vorausgehen, vermitteln 29, 32, 

bleiben die für die Pathogenese relevanten Signaltransduktionswege und ihre Ver-

netzung bis heute noch weitgehend unverstanden. Dies äußert sich in den Limitatio-

nen der verfügbaren diagnostischen Marker ebenso wie im Fehlen zielgerichteter 

Therapieansätze. 
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1.5 Klinik, Diagnostik und Therapie bakterieller Infektionen des 

Neugeborenen 

Klinik, Diagnostik und Therapie bakterieller Infektionen bei Neugeborenen werden in 

den Leitlinien der Gesellschaft für Neonatologie und Pädiatrische Intensivmedizin 

beschrieben 31, 33. 

1.5.1 Anamnese und Klinik bakterieller Infektionen des Neugeborenen 

Anamnestische Hinweise auf ein Amnioninfektionssyndrom der Mutter (vorzeitiger 

Blasensprung, vorzeitige Wehen, Fieber unter der Geburt oder ein erhöhtes CRP der 

Mutter (>20 mg/L)) deuten auf eine Infektion des Neugeborenen hin 33. 

Die Diagnosestellung wird durch die geringe Spezifität der klinischen Symptome ei-

ner bakteriellen Infektion des Neugeborenen erschwert. Veränderungen des Hautko-

lorits (blass oder grün-ikterisch), Störungen der Atmung (Apnoe, Dyspnoe, Stöhnen) 

oder des Blutkreislaufs (Zentralisierung mit Mikrozirkulationsstörung, arterieller Hypo-

tonie, Tachykardie) sind sensible aber nicht spezifische Zeichen einer Infektion, die 

schon allein im Rahmen der Frühgeburtlichkeit gehäuft auftreten 33. 

Die Hindernisse in der Diagnosestellung einer konnatalen Infektion des Neugebore-

nen anhand klinischer und laborchemischer Kriterien wurde in den vergangenen Jah-

ren durch Hofer et al. wiederholt aufgezeigt 30, 34. 

1.5.2 Diagnostik bakterieller Infektionen des Neugeborenen 

Zur Diagnosesicherung werden neben Laboruntersuchungen bakteriologische Unter-

suchungen der Mutter und des Neugeborenen, sowie Untersuchungen von Urin und 

Liquor empfohlen. 

1.5.2.1 Laboruntersuchungen 

Um eine Entzündung nachzuweisen, werden zu Beginn der Symptomatik und 24 

Stunden nach Auftreten der ersten Symptome folgende Parameter bestimmt: Blutbild 

mit Differenzialblutbild, C-reaktives Protein und Interleukin 6 oder 8. 

Mit Hilfe des Differentialblutbildes lässt sich unter anderem die I/T-Ratio bestimmen, 

der Quotient aus der Zahl der unreifen und der Zahl aller neutrophilen Granulozyten. 

Liegt dieser > 0,25 spricht man von einer Linksverschiebung. Werte < 0,25 sprechen 

gegen eine Entzündung 33. Die absolute Zahl neutrophiler Granulozyten variiert in 



23 

Abhängigkeit von Reifegrad und Geburtsgewicht des Neugeborenen und ermöglicht 

deshalb keine klare Unterscheidung zwischen infizierten und nicht infizierten Neuge-

borenen 35. Das C-reaktive Protein hat aufgrund seines relativ späten Anstiegs zu 

Beginn einer Entzündung nur eine geringe Sensitivität. Interleukin 6 hingegen hat 

aufgrund seines raschen Anstiegs in den vergangenen Jahren für die Diagnostik aku-

ter entzündlicher Erkrankungen an Bedeutung gewonnen 36. 

1.5.2.2 Bakteriologische Untersuchungen 

Bereits vor der Geburt wird die Schwangere im Rahmen eines Screening-Programms 

oder aufgrund bestehender Risikofaktoren auf Streptokokken der Gruppe B unter-

sucht. Beim Nachweis einer Besiedelung kann bereits intrapartal mit einer entspre-

chenden Chemoprophylaxe begonnen werden. Nach der Geburt wird dann, wenn 

möglich, ein Abstrich von der Plazenta vorgenommen. Liegt der Verdacht einer Infek-

tion des Neugeborenen vor, wird eine erste Blutkultur aus Nabelschnurblut angelegt. 

Darüber hinaus können beidseitige, kurz nach der Geburt gewonnene Ohrabstriche 

Auskunft über die peripartale Besiedelung des Neugeborenen geben 33. 

1.5.2.3 Urindiagnostik 

Um eine Harnwegsinfektion als mögliche Ursache der beobachteten Symptome aus-

zuschließen, werden die semiquantitative Urinzellzählung, die bakteriologische Kultur 

und der Nitrit-Nachweis als Teil der Teststreifenuntersuchung eingesetzt 33. 

1.5.2.4 Liquordiagnostik 

Zum Ausschluss einer Meningitis als Ursache der konnatalen Infektion ist eine Lum-

balpunktion erforderlich. Der hierbei gewonnene Liquor wird dann einer Reihe unter-

schiedlicher Untersuchungen zugeführt (makroskopische Betrachtung, mikroskopi-

sche Zellzählung, Gramfärbung, Bestimmung von Albumin, Glukose- und 

Laktatspiegel, bakteriologische Kultur) 33. 

1.5.3 Therapie bakterieller Infektionen des Neugeborenen 

„Entscheidend für eine erfolgreiche Therapie ist der frühzeitige Beginn beim ersten 

klinischen Verdacht!“ 33. Das hat zur Folge, dass in der Mehrzahl der Fälle mit einer 

kalkulierten antibiotischen Therapie begonnen wird, noch bevor die Ergebnisse der 

Blutkultur vorliegen – und bevor klar ist, um welchen Erreger es sich handelt. Mit der 

kalkulierten antibiotischen Therapie sollten neben B-Streptokokken und Escherichia 
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coli auch Listerien und Enterokokken sowie für die entsprechende Klinik spezifische 

Keime abgedeckt werden. Hierdurch wird die Entwicklung resistenter Stämme be-

günstigt: Bis zu 40% der Escherichia coli zeigen mittlerweile Resistenzen gegenüber 

Ampicillin, 20% sind resistent gegenüber Mezlocillin oder Piperacillin. Auch die 

Aminoglykosid-Resistenzen nehmen zu 37. 

Neben der entsprechenden antibiotischen Therapie sind in Abhängigkeit von der 

Schwere der Erkrankung weitere supportive Maßnahmen indiziert: Beatmung, Be-

handlung von Störungen des Säure-Basen-Haushalts oder Ausgleich von Flüssig-

keits- und Elektrolytverlusten. 

1.5.3.1 Hindernisse in der Therapie bakterieller Infektionen des Neugeborenen 

Wesentliches Hindernis in der Therapie der bakteriellen Infektion des Neugeborenen 

stellt das unzureichende Verständnis der zugrundeliegenden Pathophysiologie dar, 

das sich in einer verzögerten Diagnosestellung, bedingt durch die unspezifische klini-

sche Symptomatik und den Mangel an früh verfügbaren diagnostischen Markern, und 

einem Fehlen zielgerichteter Therapieansätze äußert. 

Trotz ihres hohen negativ prädiktiven Wertes verfügt die I/T-Ratio über eine nicht 

ausreichende Spezifität. Das C-reaktive Protein hingegen ist zwar hoch spezifisch, 

steigt jedoch erst verspätet an. Obwohl die Kombination von CRP und IL6 oder IL8 

für die frühzeitige Erkennung einer beginnenden Inflammation am besten geeignet zu 

sein scheint 33, liefert auch sie nicht den Beweis, dass eine Infektion des Neugebore-

nen Auslöser der beobachteten Symptomatik ist. Die Blutkultur hingegen besitzt für 

die Diagnosesicherung einer bakteriellen Infektion des Neugeborenen aus mehreren 

Gründen eine nur geringe Aussagekraft: zum einen sind die entnommenen Blutvolu-

mina häufig zu gering 3 und kontaminiert, zum anderen werden die Ergebnisse in 

vielen Fällen durch eine präpartale Antibiotikatherapie der Mutter beeinflusst 38. Hin-

zu kommt, dass die Ergebnisse der Kultur erst nach mehreren Tagen verfügbar sind. 

1.6 Microarrays in der Erforschung konnataler Infektionen 

Bevor es zu den klinisch oder laborchemisch fassbaren Veränderungen kommt, die 

zur Diagnose einer konnatalen Infektion führen, haben bereits zahlreiche Verände-

rungen in den verschiedenen Geweben und Zellen des Neugeborenen stattgefun-
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den. Die Prozesse, die diesen Veränderungen vorausgehen, lassen sich mit Hilfe der 

Microarraytechnologie untersuchen. 

Microarrays sind molekularbiologische Untersuchungssysteme, die eine simultane 

Analyse mehrerer tausend Einzelnachweise in einer geringen Menge biologischen 

Probenmaterials erlauben: bei den Arrays handelt es sich um Glasträger, auf deren 

Oberfläche DNA-Sonden fixiert sind. Die Sonden sind komplementär zu der im Pro-

benmaterial enthaltenen mRNA. Damit die mRNA mit Hilfe des Microarrays analysiert 

werden kann, wird sie zunächst aus dem Probenmaterial isoliert und in komplemen-

täre RNA (cRNA) umgeschrieben. Diese wird, nachdem sie mit einem fluoreszieren-

den Farbstoff markiert wurde, auf den Glasträger aufgebracht, wo sie an die auf dem 

Array fixierten komplementären DNA-Sonden bindet. Die Menge der gebundenen 

cRNA lässt sich dann über die Stärke der Fluoreszenz ermitteln. Auf diese Weise 

können mit Hilfe eines einzigen Arrays die Expressionswerte mehrerer tausend 

mRNA-Transkripte gleichzeitig gemessen werden. 

Seit ihrer Entwicklung in den 90er Jahren sind Microarrays eingesetzt worden um 

Einblicke in die Pathophysiologie zahlreicher Erkrankungen zu gewinnen und poten-

tielle Markerproteine zu identifizieren 39 - 46. 

Nachteile der Technologie sind das von Experiment zu Experiment variierende Fluo-

reszenzsignal und die geringe Übereinstimmung von Ergebnissen, die mit unter-

schiedlichen Plattformen gewonnen wurden 47. Um die gewonnenen Ergebnisse 

dennoch interpretieren und vergleichen zu können, sind daher aufwendige bioinfor-

matische Analysen erforderlich 48. Darüber hinaus ist es erforderlich, die gewonne-

nen Ergebnisse mit Hilfe einer zweiten Methode, wie der Reverse Transkriptase-

Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR), zu validieren. 

1.6.1 RT-PCRs 

Mit Hilfe der Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion kann die Expression 

spezifischer Gene in Zellen oder Zellverbänden untersucht werden: nachdem die in 

der Probe enthaltene mRNA mit Hilfe der Reversen Transkriptase (RT) zunächst in 

komplementäre DNA umgeschrieben wurde, wird diese anschließend mit Hilfe der 

Polymerase-Kettenreaktion (PCR) vervielfältigt. Die RT-PCR kann zum gezielten 

Nachweis einzelner mRNA-Transkripte eingesetzt werden und ist somit besonders 

geeignet für die Validierung von Microarays. 
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1.7 Blut als Untersuchungsmaterial 

Blut bietet sich als Untersuchungsmaterial gleich aus mehreren Gründen an: es ist – 

im Allgemeinen – relativ leicht zugänglich. Darüber hinaus enthält Blut neben Eryth-

rozyten eine große Zahl unterschiedlicher Leukozyten, die frühzeitig mit eindringen-

den Krankheitserregern in Kontakt treten – nahezu unabhängig davon, welches Or-

gan primär betroffen ist (siehe hierzu auch 1.4 „Pathophysiologie der neonatalen 

Sepsis“). Eine resultierende Veränderung der Genexpression kann sich dadurch 

frühzeitig, z. B. im Blut erkrankter Kinder, nachweisen lassen. 

Da Frühgeborene anders als erwachsene Patienten nur über ein sehr geringes Blut-

volumen verfügen stellte die Verwendung von Blut als Material für die Untersuchung 

der Genexpression eine besondere Herausforderung dar. 

1.8 Ziel dieser Arbeit 

Die konnatale Infektion stellt bis heute eines der großen ungelösten Probleme in der 

perinatalen Medizin dar – trotz zahlreicher Fortschritte in der intensivmedizinischen 

Behandlung Früh- und Neugeborener. Die frühzeitige und adäquate Therapie wird 

durch das unzureichende Verständnis der zugrundeliegenden Pathophysiologie, das 

sich im Fehlen geeigneter diagnostischer Marker und zielgerichteter Therapieansätze 

äußert, wesentlich erschwert. 

Die Microarraytechnologie ist ein leistungsfähiges Werkzeug, das eine zeitgleiche 

Untersuchung der Transkriptionslevel vieler Tausend Gene erlaubt. Für eine Analyse 

der spezifischen Genexpressionsmuster, die im Zusammenhang mit einer schweren 

Infektion des Neugeborenen auftreten, erscheint sie deshalb besonders geeignet. 

Ziel dieser Arbeit war es, in einem nicht hypothesengeleiteten Ansatz mit Hilfe der 

Microarraytechnologie die spezifische Genexpressionsantwort bei Frühgeborenen mit 

konnataler Infektion zum Zeitpunkt der Geburt zu identifizieren. 

Eine Beschreibung der spezifischen Unterschiede auf Transkriptionsebene ermög-

licht ein besseres Verständnis der Pathophysiologie und trägt zur Identifizierung frü-

her Marker bei, die eine frühe Diagnosestellung ermöglichen könnten. 
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2 Patienten, Material und Methoden 

Nach Genehmigung durch die lokale Ethikkommission (Zeichen: 79/01; Sitzung am 

24.09.2002) wurde die Studie in der Kinderklinik der Justus-Liebig-Universität Gießen 

durchgeführt. Das methodische Vorgehen wird in den folgenden Abschnitten darge-

stellt. 

2.1 Patientenkollektiv 

2.1.1 Einschlusskriterien 

In die Studie aufgenommen wurden Frühgeborene mit einem Gestationsalter (GA) ≤ 

32 Wochen, für die innerhalb von 24 Stunden nach der ersten vorläufigen 

Probennahme eine Einverständniserklärung der Eltern oder des gesetzlichen Vertre-

ters vorlag. 

2.1.2 Ausschlusskriterien 

In die Studie nicht aufgenommen wurden Patienten, auf die mindestens eines der 

folgenden Kriterien zutraf: 

 Pränatal oder postnatal diagnostizierte kongenitale Anomalien, die zu einer 

kardiopulmonalen Dysfunktion führen (z.B. hämodynamisch relevante Herz-

fehler, pulmonale Malformationen, congenitale Zwerchfellhernie). 

 Ruptur der fetalen Membranen mit konsekutivem Oligo-/Anhydramnion, die 

früher als drei Wochen vor Geburt auftrat. 

 Vorliegen eines schweren Stoffwechseldefektes, der eine Beeinträchtigung 

des Gesamtorganismus zur Folge hat. 

 Behandlung der Mutter mit einem oder mehreren der folgenden Medikamente 

beziehungsweise Medikamentenklassen: Cytostatika, Immunsuppressiva (an-

dere als zur Lungenreife eingesetzte). 

 Eine postnatale Therapie des Patienten mit Dexamethason in einer Dosis von 

≥ 1mg/kg KG für einen Zeitraum von ≥ 3 Tagen innerhalb der 1. bis 4. Le-

benswoche. 
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2.1.3 Zuordnung der Patienten 

Die aufgenommenen Patienten wurden entsprechend ihrer Diagnose retrospektiv 

einer von zwei Gruppen zugeordnet: 

Gruppe A) Patienten mit konnataler Infektion (EOI) 

Gruppe B) Patienten ohne konnatale Infektion (non EOI) 

Die Diagnose einer konnatalen Infektion wurde gestellt, wenn innerhalb der ersten 72 

Lebensstunden eine pathologische IT-Ratio (≥ 0.2) und / oder eine pathologische 

Leukozytenzahl (< 5 Giga/l oder > 25 Giga/l), zusammen mit oder gefolgt von einem 

CRP-Anstieg (≥ 6 mg/l), vorlagen 49 – 58. 

Zusätzlich musste mindestens eines der folgenden klinischen Zeichen vorliegen: 

Blässe; graues Hautkolorit; Mikrozirkulationsstörung mit einer Rekapillarisierungszeit 

> 3 Sekunden, die eine Therapie mit Volumen oder Katecholaminen erforderte; 

Dyspnoe oder Tachypnoe, die eine invasive oder nicht invasive Beatmung oder eine 

Sauerstoffgabe erforderte; thermale Instabilität, die sich nicht durch die 

Frühgeburtlichkeit erklären ließ; Hypo- oder Hyperglykämien ohne erkennbare Ursa-

che; Probleme in der enteralen Nahrungsaufnahme; biliärer Reflux und Bauchdeh-

nung; zunehmende Inzidenz von Apnoen oder Bradykardien; Lethargie; Irritabilität; 

erhöhter oder verminderter Muskeltonus 2, 59. 

Patienten, die diese Kriterien nicht erfüllten, wurden Gruppe B, der Gruppe der Pati-

enten ohne konnatale Infektion, zugeordnet. 

2.1.4 Definition peri- und postpartaler Ereignisse 

Der klinische Verlauf wurde umfassend überwacht und dokumentiert. An dieser Stelle 

folgt eine Liste mit Definitionen verschiedener peri- und postpartaler Ereignisse.  

 Vollständige antenatale Kortikosteroidtherapie: 2 Dosen Betametha-

son; die erste nicht mehr als 7 Tage, die zweite nicht weniger als 24 

Stunden vor Geburt appliziert. 

 Vorzeitiger Blasensprung (PROM): Blasensprung mindestens 6 Stun-

den vor Geburt. 

 Chorioamnionitis: Histologisch nachweisbare entzündliche Veränderun-

gen des Chorions sowie Zeichen einer Infektion der Mutter. 
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 Intrauterine Wachstumsretardierung (IUGR): Geburtsgewicht des Kin-

des unterhalb der 10. Perzentile. 

 Atemnotsyndrom (RDS): Die Diagnose eines Atemnotsyndroms und die 

Einteilung seines Schweregrades erfolgte radiologisch wie von 

Couchard et al. beschrieben 60. 

 Intraventrikuläre Hämorrhagie (IVH): Die Diagnose einer 

intraventrikulären Hämorrhagie erfolgte sonographisch, die Einteilung in 

Grad I-IV entsprechend der Klassifikation nach Papile et al. 61. 

 Bronchopulmonale Dysplasie (BPD): Die Bronchopulmonale Dysplasie 

wurde als anhaltender Sauerstoffbedarf oder Notwendigkeit einer ma-

schinellen Beatmung zum Zeitpunkt der 36. postmenstruellen Woche 

definiert 62. 

 Frühgeborenenretinopathie (ROP): Die Diagnose einer Frühgeborenen-

retinopathie erfolgte entsprechend den Angaben des Committee for In-

ternational Classification of Retinopathy of Prematurity 63. 

 Critical Risk Index for Babies (CRIB): Der Critical Risk Index for Babies 

wurde entsprechend den Angaben des International Neonatal Network 

berechnet 64. 

 Score for neonatal acute physiology (SNAP Score): Der Score for 

neonatal acute physiology wurde wie von Richardson et al. angegeben 

berechnet 65. 

2.2 Der Microarray 

Die verwendeten CodeLink Uniset Human I Expression Bioarrays (GE Healthcare, 

Freiburg, Deutschland) enthalten 10458 Probesets inklusive Kontrollprobesets. Pro-

besets entsprechen Oligonukleotiden, an die die mRNA eines Genes spezifisch bin-

det. Abzüglich der Kontrollprobesets gestattet der hier eingesetzte Microarray die 

simultane Bestimmung von bis zu 9945 Genen  (=Probesets) in einer einzigen Reak-

tionskammer. Die Microarrays bestehen aus silanisiertem Glas und verfügen auf ihrer 

Oberfläche über einen Polymerfilm. Die in den Film eingelassenen aktivierten Ester 

dienen als Bindungsstellen für die 5’-Enden der jeweils 30 Basen langen 

Oligonukleotidproben (Probesets). 
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2.3  Probengewinnung, RNA-Aufbereitung und Hybridisierung der 

Arrays 

2.3.1 Blutentnahme und Stabilisierung der gewonnenen RNA 

Das benötigte Blut wurde bei Geburt durch Punktion der Arteria umbilicalis entnom-

men. 250 bis 300 μL wurden in ein PAXgene-Röhrchen (PreAnalytiX, Heidelberg, 

Deutschland) mit 750 μL RNA-Stabilisierungslösung überführt, zwischen 4 und 24 

Stunden bei Raumtemperatur inkubiert und bis zur Isolierung der RNA bei -80˚C ge-

lagert. 

2.3.2 RNA: Isolierung, Quantifizierung und Qualitätskontrolle 

Die Isolierung der RNA aus Vollblut erfolgte nach einem modifizierten Protokoll des 

Herstellers PreAnalytiX. Die gewonnene RNA wurde zunächst über eine Messung 

mit NanoDrop (NanoDrop Technologies, Rockland, DE, USA) quantifiziert. Unter 

Verwendung des Agilent Bioanalyzers (Agilent Technologies GmbH, Böblingen, 

Deutschland) wurde ein Qualitätsprofil erstellt. Weiter verarbeitet wurden ausschließ-

lich Proben mit einer RNA-Menge > 2 μg, die ein regelrechtes Agilent-Profil aufwie-

sen und deren Wellenlängenratio bei 260/280 nm zwischen 1,8 und 2,1 lag. 

2.3.3 RNA: Umschreibung, Markierung und Reinigung 

Die Umschreibung in markierte cRNA erfolgte mit mindestens 2 μg RNA und wurde 

entsprechend dem Protokoll „CodeLink Target Labeling and Array Hybridisation“ mit 

dem „CodeLink Expression Assay Reagent Kit, Manual Prep“ (GE Healthcare, Frei-

burg, Deutschland) durchgeführt. Die isolierte RNA wurde hierfür zunächst in kom-

plementäre DNA (cDNA) transkribiert, mit deren Hilfe in einem zweiten Schritt die 

markierte cRNA synthetisiert wurde 66. Für die Markierung der cRNA diente Biotin-

11-UTP (PerkinElmer Inc., Wellesley, MA, USA). Neben den 1,25 mM Biotin-11-UTP 

wurden weitere 3,75 mM unmarkiertes UTP sowie jeweils 5 mM GTP, ATP und CTP 

für die In vitro Transkription (IVT) verwendet. Die Mischung wurde für 14 Stunden bei 

37˚C inkubiert. Die so synthetisierte markierte cRNA wurde mit Hilfe des RNeasy mi-

ni kits (Qiagen) gereinigt. 
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2.3.4 Fragmentierung der cRNA und Hybridisierung der Arrays 

30 μg cRNA wurden bei 94 °C für 20 Minuten in einem Fragmentierungspuffer, be-

stehend aus 40 mM Tris-Acetat (pH 7,9), 100 mM KOAc und 31,5 mM MgOAc, frag-

mentiert 67. Jeweils 10 μg der fragmentierten cRNA wurden auf einen CodeLink 

Uniset Human I Expression Bioarray gegeben. Die Triplikate wurden dann über 

Nacht bei 37 °C im Schüttler hybridisiert. Das Waschen, Färben und Scannen der 

Arrays erfolgte anschließend in entsprechenden Vorrichtungen nach dem Protokoll 

des Herstellers. Für die Färbung wurde Cy5-Streptavidin (GE Healthcare, Freiburg, 

Deutschland) verwendet, für das Scannen der Arrays der GenePix 4000 B Scanner 

(Axon Instruments) eingesetzt. Die entstandenen Array-Abbildungen wurden als 

TIFF-Images gespeichert und der weiteren Analyse zugeführt. 

2.4 Analyse der gewonnenen Daten 

Der Prozess der Datenanalyse lässt sich in zwei wesentliche voneinander abgrenz-

bare Schritte einteilen, die Low-Level und die High-Level Analyse. 

2.4.1 Low-Level Analyse 

Zur Low-Level Analyse zählen Präprozessierung, Hintergrundevaluation und Norma-

lisierung. Sie dient der Erkennung und Entfernung systemischer und technischer Va-

riation und ist Voraussetzung für einen direkten Vergleich der Microarrays. Abge-

schlossen ist die Low-Level Analyse, wenn die normalisierten Intensitäten in einen 

Expressionswert pro Gen umgewandelt wurden. 

2.4.1.1 Quantifizierung der Signale 

Für die Quantifizierung der Signale der CodeLink Bioarrays wurde die CodeLink Ex-

pression Software 1.21 den Anweisungen im Benutzerhandbuch entsprechend ver-

wendet. Der Prozess der Bildsegmentierung und Quantifizierung ist im ImaGene 5.5 

Benutzerhandbuch zusammengefasst. 

Die CodeLink Expression Software dient der Analyse von Microarraybildern. Sie ba-

siert auf dem ImaGene Batch Automation Package der Firma BioDiscovery (BioDis-

covery, Marina del Rey, CA, USA) und wurde für CodeLink Bioarrays optimiert. Die 

Software berechnet die relativen Expressionsniveaus innerhalb eines 

Microarrayscans und liefert quantifizierte Expressionswerte; darüber hinaus ermög-
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licht sie eine Qualitätskontrolle der gewonnenen Daten. Die gewonnenen Ergebnisse 

werden in Form einer Textdatei gespeichert und können mit anderen Datenanalyse-

Programmen weiter analysiert werden. 

Die CodeLink Expression Software 1.21 erstellte sowohl ein Hintergrund-korrigiertes 

Original als auch einen Median-zentrierten intra-slide normalisierten Datensatz, der 

für die weitere Analyse verwendet wurde. Die Software berechnete zudem für jeden 

Array automatisch Schwellenwerte (Thresholds) für intra-slide normalisierte Intensitä-

ten. Es handelt sich hierbei um einen globalen Wert, der für jedes Array einzeln be-

rechnet wird. Der Threshold gibt Auskunft über das Maß unspezifisch gebundener 

cRNA und ermöglicht auf diese Weise eine Einschätzung, ob ein Expressionswert 

tatsächlich Ausdruck einer spezifischen Bindung von cRNA ist. Darüber hinaus kenn-

zeichnete die Software jeden Gen-Wert als GOOD, EMPTY, POOR, NEG oder MSR 

und definierte auf diese Weise unterschiedliche Maße an Qualität, die im Benutzer-

handbuch näher beschrieben sind. Nur Expressionswerte, die mit GOOD oder 

EMPTY gekennzeichnet wurden, gingen in die weitere Analyse mit ein. 

Die Arrays der in zwei Gruppen eingeteilten Patienten (siehe: 2.1.3 „Zuordnung der 

Patienten“) bildeten zusammen den ersten Datensatz (Datensatz 1). 

2.4.1.2 Ausschluss einzelner Gene 

Die Daten der Arrays wurden auf fehlende Werte kontrolliert. Gene, für die innerhalb 

einer der beiden Gruppen (Konnatale Infektion/Keine konnatale Infektion) weniger als 

50% der Werte vorlagen, wurden von der weiteren Analyse ausgeschlossen. Gene, 

die in keiner der beiden Gruppen in mindestens 50% der Arrays über dem Threshold 

lagen, wurden ebenfalls von der weiteren Analyse ausgeschlossen. Die Ermittlung 

fehlender Werte und der Vergleich von Expressionswerten mit dem Array-

spezifischen Threshold sowie der Ausschluss der entsprechenden Gene nach den 

genannten Kriterien erfolgte mit den Modulen eins und zwei einer von Jens Adelhelm 

entwickelten Software. Das Ergebnis dieser beiden Schritte bildete einen gefilterten 

zweiten Datensatz (Datensatz 2). 

2.4.1.3 Imputierung fehlender Werte 

Die verbliebenen fehlenden Werte in Datensatz 2 wurden mit Hilfe von SKNN 

imputiert (sequentieller k-nächster Nachbar; SKNN mit k = 5). Der so vervollständigte 

Datensatz ging in die weitere Analyse ein. 
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SKNN 68 ist eine Cluster-basierte Imputationsmethode, die entwickelt wurde, um feh-

lende Werte in DNA-Microarray-Datensätzen einzufügen. Hierbei wird für einen feh-

lenden Wert jeweils der gewichtete Mittelwert der k nächsten Nachbargene (KNN; k-

nächster Nachbar) 69 eingefügt. Vor der Imputierung werden die Gene mit fehlenden 

Werten anhand ihrer Ausfallrate geordnet. Die Imputierung der fehlenden Werte ge-

schieht dann sequentiell; sie startet bei den Genen, die die geringste Ausfall-Rate 

aufweisen. Nach der Imputierung werden diese Gene dann für die Schätzung weite-

rer fehlender Werte verwendet. 

2.4.1.4 Identifikation und Elimination von technischen Ausreißern 

Um technisch bedingte Ausreißer einzelner Gene innerhalb einer Gruppe zu erken-

nen und zu eliminieren, wurden alle Expressionswerte, die mehr als 3 Standardab-

weichungen (SD) oberhalb oder unterhalb des Medians lagen, in Datensatz 2 ge-

löscht. Hiervon ausgenommen wurden solche Expressionswerte, die in mehr als 50% 

der technischen Replikate eines Patienten mehr als 3 Standardabweichungen jeweils 

oberhalb oder unterhalb des Medians lagen. In solchen Fällen wurde aufgrund der 

Konsistenz der Werte von einer biologischen Besonderheit ausgegangen. Die Identi-

fikation und Elimination technischer Ausreißer erfolgte mit Modul 3 der von Jens 

Adelhelm entwickelten Software (siehe 2.4.1.2 „Ausschluss einzelner Gene“). 

2.4.1.5 Erneute Imputierung fehlender Werte 

Nach der beschriebenen Elimination technischer Ausreißer in Datensatz 2 wurden 

alle nun fehlenden Werte in Datensatz 2 mit Hilfe von SKNN geschätzt und eingefügt. 

2.4.1.6 Identifikation und Elimination von Ausreißerarrays 

Mit Hilfe des Microarray Outlier Filter Moduls von AVADIS Pride (Strand Genomics, 

Redwood City, CA, USA) wurden nun Ausreißerarrays innerhalb des Datensatzes 

identifiziert. Hiermit sind Arrays gemeint, die sich insbesondere in der Expression so 

genannter Housekeeping Gene von anderen Arrays innerhalb des Datensatzes un-

terscheiden. Für die Identifikation der Ausreißerarrays wurde zum einen die Korrela-

tion jedes einzelnen Arrays mit der Gesamtheit aller Arrays verglichen, zum anderen 

der prozentuale Anteil an Ausreißerwerten eines Arrays mit dem prozentualen Anteil 

an Ausreißerwerten aller anderen Arrays. Außerdem wurde eine Korrelationsmatrize 

errechnet, die eine visuelle Darstellung der Korrelation eines jeden Arrays mit jedem 

anderen Array ermöglicht. 
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AVADIS Pride ist ein weit verbreitetes Bioinformatik-Tool, das für das DataMining 

und die visuelle Darstellung von Microarraygenexpressionsdaten eingesetzt wird. 

Den Angaben des Herstellers zu Folge kombiniert es skalierbare analytische Algo-

rithmen mit einer leistungsfähigen und interaktiven Visualisierung und ermöglicht so 

Einblicke in die zu analysierenden Daten. 

Für die Identifikation von Ausreißerarrays ebenfalls verwendet wurden MvA Plots. M 

versus A Plots (MvA Plots) dienen der Visualisierung des Bindungsverhalten eines 

einzelnen Arrays im Vergleich zum mittleren Bindungsverhalten aller Arrays; sie stel-

len eine Abwandlung des Bland-and-Altman-Plots dar 70, 71. Auf der Abszisse wird 

der Mittelwert (A), auf der Ordinate die Differenz (M) der logarithmierten Expressi-

onswerte der zu vergleichenden Arrays aufgetragen 72. Sind die Intensitäten des un-

tersuchten Arrays mit den mittleren Intensitäten aller Arrays vergleichbar, bewegen 

sich die Abweichungen gleichmäßig um y = 0. Liegen nicht biologisch bedingte Ab-

weichungen vor, verändert sich die geplottete Punktwolke und nimmt beispielsweise 

die Form einer Trompete oder die einer Banane an. Abweichungen können entweder 

durch die Herstellung des Arrays oder durch die Durchführung des Experimentes 

verursacht werden. 

2.4.1.7 Entfernung der Ausreißerarrays 

Die Ausreißer-Arrays wurden aus Datensatz 1 entfernt (siehe 2.4.1.1 „Quantifizierung 

der Signale“). 

2.4.1.8 Wiederholung der bisherigen Analyseschritte 

Nach Entfernung der Ausreißer-Arrays wurden die in 2.4.1.2 bis 2.4.1.5 genannten 

Analyseschritte mit den verbliebenen Patienten und den zugehörigen Arrays wieder-

holt. Das Ergebnis bildete Datensatz 2‘. 

2.4.1.9 Quantile-Normalisierung des Datensatzes 

Datensatz 2‘ wurde daraufhin mit Hilfe der Quantile-Normalisierung in R normalisiert 

und zur Basis 2 logarithmiert. Das Ergebnis bildete Datensatz 3. 

Ziel der Quantile-Normalisierung 73 ist es, die Verteilung der Probenintensitäten aller 

Arrays eines Arraysets einander anzugleichen. Informationen aller Arrays werden mit 

einbezogen, um die Normalisierungsrelation zu bilden. Hintergrund der Methode ist 

der Gedanke, dass ein Quantile-Quantile-Plot zeigt, dass die Verteilung von zwei 
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Datenvektoren gleich ist, wenn der Plot eine gerade, diagonal verlaufende Linie ist 

und ungleich, wenn der Plot keine diagonal verlaufende Linie ist. 

2.4.1.10 Errechnung von Mittelwerten 

Für Datensatz 3 wurden mit Hilfe von dChip 74 Mittelwerte für alle technischen Repli-

kate eines Patienten errechnet. Das Ergebnis dieser Berechnungen bildete Daten-

satz 4. 

DNA-Chip Analyzer (dChip) ist ein kostenloses Softwarepaket, das für die Analyse 

von Genexpressionsmicroarrays und SNP-Microarrays entwickelt wurde 75. Es dient 

der Darstellung und Normalisierung gewonnener Daten und beinhaltet darüber hin-

aus eine Reihe weiterer Funktionen, wie zum Beispiel das hierarchische Clustering. 

2.4.2 High-Level Analyse 

Die High-Level Analyse beschäftigt sich mit der Identifizierung differenziell regulierter 

Gene sowie Genexpressionsmuster verschiedener funktioneller Gruppen. Sie bein-

haltet neben der Annotation und funktionellen Kategorisierung von Genen die Clus-

teranalyse und die Visualisierung der Daten und dient unter anderem der Entwick-

lung von Vorhersagemodellen für prognostische Analysen. 

2.4.2.1 Errechnung von Rangprodukten 

Für Datensatz 4 wurden nun mit Hilfe von Rank Products (RP) 76 ein Fold Change 

(FC)  und eine False Discovery Rate (FDR) berechnet. 

Die RP-Technik ist eine einfache und zuverlässige statistische Methode, die mit dem 

Ziel entwickelt wurde, differenziell exprimierte Gene in replizierten 

Microarrayexperimenten zu identifizieren. Sie übertrifft moderne t-Test-basierte Me-

thoden wie die von Tusher et. al. beschriebene SAM (Signifikanz-Analyse von 

Microarrays) 77 insbesondere bei solchen Experimenten, bei denen nur eine geringe 

Zahl technischer Replikate verfügbar ist. 

Der FC gibt Auskunft darüber, um das Wievielfache der jeweilige Expressionswert 

von dem Expressionswert der Referenzgruppe abweicht. Die False Discovery Rate 

(FDR) ist eine 1995 von Benjamini und Hochberg 78 erstmalig beschriebene statisti-

sche Methode, die gerade bei Tests mit einer hohen Zahl simultan zu prüfender Hy-

pothesen, wie Microarrayexperimenten, zum Einsatz kommt. Sie stellt den erwarteten 

Anteil fälschlicherweise verworfener Null-Hypothesen dar (Fehler 1. Art): 
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FDR = E [V/R]  

V: Verworfene wahre Null-Hypothesen; R: Summe aller verworfenen Nullhypothesen. 

2.4.2.2 Annotierung der signifikant differenziell regulierten Gene 

Signifikant differenziell exprimierte Gene wurden mit dem Web-basierten 

Annotierungs-Tool SOURCE Stanford  79 annotiert. 

SOURCE Stanford ist eine Web-basierte Datenbank, die entwickelt wurde, um eine 

einfachere und effizientere Analyse genomweiter Datensätze zu ermöglichen. Hierfür 

werden Informationen unterschiedlicher Quellen zusammengeführt. Die verschiede-

nen Berichte enthalten deshalb neben Parallelbezeichnungen des jeweiligen Gens 

und Beschreibungen seiner Funktion und chromosomalen Lokation auch 

GeneOntology-Annotationen sowie Links zu externen Datenbanken. 

2.4.2.3 Lokalisation der signifikant differenziell regulierten Gene 

Mit Hilfe von STRIPE wurde die chromosomale Verteilung der signifikant differenziell 

regulierten Gene dargestellt. 

STRIPE ist eine kostenlos verfügbare Software, die mit dem Ziel entwickelt wurde, 

die Integration, Visualisierung und Exploration von Datensätzen zu unterstützen, die 

das gesamte eukaryote Genom umfassen 80. Es ermöglicht unter anderem eine visu-

elle Darstellung der chromosomalen Verteilung der zu analysierenden Gene. 

2.4.2.4 Identifizierung überrepräsentierter biologischer Gruppen 

Mit Hilfe des Functional Annotation Chart von DAVID (Database for Annotation, 

Visualization and Integrated Discovery) 81 wurden die signifikant differenziell regulier-

ten Gene unterschiedlichen biologischen Kategorien zugeordnet und eine Tabelle 

von in der Genliste überrepräsentierten biologischen Prozessen erstellt. Das jeweili-

ge Maß der Überrepräsentation wird hierbei durch die so genannte EASE-Score 

ausgedrückt, die jedem Thema zugeordnet wird. Die EASE-Score stellt eine Modifi-

kation des p-Werts aus dem Exakten Test nach Fisher dar. Je kleiner, desto signifi-

kanter ist sie. Die Themen mit den kleinsten EASE Scores sind die am stärksten 

überrepräsentierten. Bei den genannten Themen / Kategorien handelt es sich im 

Wesentlichen um Gene Ontology (GO) Terms Terms 82. Neuere Versionen von 

DAVID beziehen zudem eine Reihe weiterer Annotationskategorien mit ein. 
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2.4.2.4.1 DAVID 

DAVID ist ein kostenloses und frei zugängliches Online-Tool des National Institute of 

Allergy and Infectious Diseases, das entwickelt wurde, um die Interpretation von Da-

tensätzen zu vereinfachen, die durch den Einsatz moderner Hochdurchsatz-

Technologien in der funktionellen Genomik gewonnenen wurden. Es setzt sich aus 

vier Hauptmodulen zusammen: dem Annotation Tool, GoCharts, KeggCharts und 

DomainCharts. Das Annotation Tool dient der automatischen funktionellen 

Annotierung von Genlisten. Go Charts stellt die Verteilung der signifikant differenziell 

regulierten Gene in funktionelle Kategorien graphisch dar und verwendet hierfür das 

Vokabular des Gene Ontology (GO) Konsortiums. KeggCharts stellt die Verteilung 

differenziell regulierter Gene in KEGG Pathways graphisch dar. DomainCharts zeigt 

die Verteilung differenzielle regulierter Gene in PFAM Protein Domänen 83 an. 

2.4.2.4.1.1 Functional Annotation Chart 

Das Functional Annotation Chart bildet zusammen mit dem Functional Annotation 

Clustering und dem Functional Annotation Table das Functional Annotation Tool. Es 

ordnet die signifikant differenziell regulierten Gene unterschiedlichen biologischen 

Kategorien zu und errechnet automatisch eine Tabelle überrepräsentierter Prozesse. 
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Abbildung 3: DAVID. Oberfläche des Functional Annotation Chart. Unter „Options“ ist für Count ein 

Schwellenwert von 12 (geforderte Mindestzahl an Genen je Kategorie), unter EASE ein Schwellenwert 

von 0,01 eingestellt. 

2.4.2.4.2 Gene Ontology 

Das Gene Ontology Project ist ein Gemeinschaftsprojekt mit dem Ziel, eine konsis-

tente Beschreibung von Genprodukten in verschiedenen Datenbanken zu ermögli-

chen. Hierfür wurden drei strukturierte Wörterverzeichnisse (Ontologien) entwickelt, 

die Genprodukte hinsichtlich der mit ihnen assoziierten biologischen Prozesse, zellu-

lären Komponenten und molekularen Funktionen beschreiben und sie auf diese Wei-

se in ein hierarchisches System einordnen. Bausteine dieser Verzeichnisse sind die 

so genannten Gene Ontology Terms. 

2.4.2.5 Visualisierung in aktuell verfügbaren Pathways 

Mit Hilfe von PathwayExplorer 84 wurde die Expression der differenziell regulierten 

Gene in gängigen Pathways abgebildet. 
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PathwayExplorer ist eine kostenlose und frei zugängliche Online-Anwendung, die 

Expressionsprofile von Genen oder Proteinen simultan in bedeutenden aktuell ver-

fügbaren regulatorischen, metabolischen und zellulären Pathways von KEGG, 

BioCarta und GenMAPP abbildet. 

2.4.2.6 Analyse mit Ingenuity Pathways Analysis 

Die bisherigen Analyseschritte wurden mit Hilfe von Ingenuity Pathways Analysis 

(Ingenuity Systems®, Redwood City, CA, USA; www.ingenuity.com) überprüft und 

ergänzt. 

Ingenuity Pathways Analysis ist eine weit verbreitete, kostenpflichtige Web-basierte 

Anwendung, die unterschiedliche Funktionen in sich vereint. Sie wurde entwickelt, 

um eine komplette, schnelle und umfassende Analyse von Daten aus Genexpressi-

ons- oder SNP-Microarrays, Metabolom- und Proteomexperimenten zu ermöglichen. 

In den folgenden Zeilen sollen die drei Funktionen, die im Rahmen dieser Arbeit ein-

gesetzt wurden, näher beschrieben werden. 

2.4.2.6.1 Network Explorer 

Der Network Explorer dient der Visualisierung molekularer Beziehungen. Er stellt En-

zyme, Rezeptoren, Transkriptionsfaktoren, Zytokine und weitere Moleküle mit jeweils 

unterschiedlichen Symbolen dar und zeigt die verschiedenen intermolekularen Be-

ziehungen an. 

2.4.2.6.2 Functional Analysis 

Die Functional Analysis ermöglicht eine funktionelle Analyse der gewonnenen Daten. 

Hierfür werden die Ergebnisse der entsprechenden Experimente mit biologischen 

Funktionen aus der Ingenuity Wissensbasis in Verbindung gebracht. Dies soll einen 

Überblick über die Biologie der gewonnenen Daten ermöglichen und einen Zugang 

zu relevanten, spezifischeren Informationen bieten. 

2.4.2.6.3 Canonical Pathways 

Mit Canonical Pathways stellt Ingenuity eigene Pathways in den Bereichen Metabo-

lismus und Zell-Signaling zur Verfügung, die ein Mapping der untersuchten Gene 

ermöglichen. Die in den Pathways enthaltenen Informationen stammen aus wissen-

schaftlichen Publikationen, Übersichtsartikeln, Lehrbüchern und von KEGG. 

http://www.ingenuity.com/
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2.4.2.7 Analyse mit BioBase ExPlain 

Biobase ExPlain ist ein Produkt des 1997 in Wolfenbüttel, Deutschland, gegründeten 

Bioinformatik-Unternehmens Biobase. Es wurde entwickelt, um die biologische Inter-

pretation umfangreicher Datensätze zu unterstützen. Zu den einzelnen Modulen zäh-

len die einfache Promotorenanalyse, die erweiterte Promotorenanalyse und die Kno-

tenpunktanalyse. Auch eine funktionelle Klassifizierung ist möglich. 

2.4.2.7.1 Einfache Promotorenanalyse 

In der einfachen Promotorenanalyse wird in den Promotoren der signifikant differen-

ziell regulierten Gene nach überrepräsentierten Transkriptionsfaktorbindungsstellen 

(TFBS) gesucht. Hierfür werden mit Hilfe des F-MATCHTM Algorithmus die von 

MATCHTM vorhergesagten Häufigkeiten von Bindungsstellen in den Promotoren der 

signifikant differenziell regulierten Gene und denen des Hintergrundsets miteinander 

verglichen. 

2.4.2.7.2 Erweiterte Promotorenanalyse 

Die erweiterte Promotorenanalyse wird mit Hilfe der Komposit Modul Analyse (CMA) 

durchgeführt. Die Software-Anwendung generiert ein Modell häufig auftretender re-

gulatorischer Regionen in Form eines Promotorensets, das durch Kombinationen 

einzelner Transkriptionsfaktorbindungsstellen (TFBS) oder Paare von TFBS in 

Kompositmodulen beschrieben wird. Ein Kompositmodul wird hierbei als Region in-

nerhalb eines Promotors definiert, innerhalb derer spezifische Kombinationen von 

Transkriptionsfaktorbindungsstellen in enger Nachbarschaft zueinander liegen. Diese 

tragen durch ihren Synergismus zu der beobachteten differenziellen Genexpression 

bei 85. Ziel der CMA ist die Identifikation eines Modells, das optimal zwischen Promo-

toren des positiven Sets (des Sets signifikant differenziell regulierter Gene) und des 

negativen Sets (des Hintergrundsets) unterscheidet. Weitere Informationen hierzu 

finden sich in Kapitel 6 des ExPlain 3.0 Benutzerhandbuchs unter  

http://explain30.biobase.de/biobase/ExPlain_3.0/doc/cmatheory.html. 

2.4.2.7.3 Knotenpunktanalyse 

Die Knotenpunktanalyse dient der Suche nach stromaufwärts gelegenen Schlüssel-

molekülen, die die Aktivität der mit F-MATCH und CMA identifizierten Transkriptions-

faktoren regulieren. Weitere Informationen hierzu sind in Kapitel sieben des Benut-

http://explain30.biobase.de/biobase/ExPlain_3.0/doc/cmatheory.html
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zerhandbuchs unter http://explain30.biobase.de/biobase/ExPlain_3.0/doc/NWA.html 

zu finden. 

2.4.2.8 Hierarchische Cluster-Analyse 

Die hierarchische Cluster-Analyse wurde mit dChip erstellt. Siehe auch 2.4.1.10 „Er-

rechnung von Mittelwerten“. 

Mit Hilfe der Clusteranalyse werden Arrays mit ähnlichen Expressionsmustern identi-

fiziert. Das Ergebnis wird anschließend in Form eines Cluster-Dendrogramms darge-

stellt. Die Ähnlichkeit zwischen Arrays und Genen wird durch deren Nähe innerhalb 

des Stammbaums visualisiert. Die Gruppenzugehörigkeit jedes einzelnen Arrays 

bleibt hierbei unberücksichtigt, man spricht deshalb von einer unbeaufsichtigten 

(unsupervised) Analyse. Die Standardisierungs- und Clustering-Methoden wurden  

1998 von Eisen et al. 86 und 1999 von Golub et al. 87 beschrieben. 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Standardalgorithmus von dCHIP in der Version 

05/2008 mit den Standardeinstellungen verwendet. 

2.5 Validierung 

Die mit den Microarrayexperimenten generierten Daten wurden mit Hilfe der Reverse 

Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) validiert. Hierfür wurden einzel-

ne Gene ausgewählt. Die Durchführung erfolgte mit dem ABI PRISM 7700 Sequence 

Detection System der Firma Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland. 

Die Daten wurden jeweils gegen ein Haushaltsgen, in diesem Fall die Glukose-6-

Phosphat-Dehydrogenase, normalisiert und zur Basis 2 logarithmiert. Aus den Er-

gebnissen der einzelnen Patienten wurden Mittelwerte für die beiden Gruppen er-

rechnet. Die Differenz der beiden Mittelwerte bildete den Fold Change (FC). Der lo-

garithmierte Fold Change der RT-PCR-Daten wurde gegen den logarithmierten Fold 

Change der Microarraydaten geplottet und die Korrelation zwischen beiden errech-

net. 

2.5.1 Durchführung der RT-PCR 

Die Durchführung der RT-PCR erfolgte anhand eines Standardprotokolls am Institut 

für Medizinische Mikrobiologie und wurde u. a. von Felix Thierer in seiner Dissertati-

http://explain30.biobase.de/biobase/ExPlain_3.0/doc/NWA.html
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on über die „Transkriptionelle Sepsissignatur in Patienten mit Polytrauma“ ausführlich 

beschrieben: 

„Die pre-optimized TaqMan primer/probe sets (Quantitect Primer Assays) der aus-

gewählten Gene wurden von dem Gene Globe Portal (Qiagen, Hilden, Deutschland) 

bezogen. Die TaqMan Proben wurden mit 6-Carboxy-Fluorescein (FAM) als reporter 

Farbstoff und mit 6-Carboyx-Tetramethyl-Rhodamine (TAMRA) als quencher Farb-

stoff gelabelt. Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase (Quantitect Primer Assays) wur-

de parallel als interne Kontrolle zur Normalisierung gemessen. 

Vor der Durchführung der Probenmessung wurden alle primer/probe sets mit Hilfe 

einer kompletten Kontroll-RNA von PAXGene validiert. 

Die Standardkurven der graduellen RNA-Verdünnung wurden durch das Plotten von 

Ct Werten gegen die log-transformierte Kontroll-RNA-Konzentration der Ausgangs-

RNA (in ng) erstellt. Der Ct Wert stellt den Schwellenwert dar, indem er angibt, ab 

welcher Konzentration eine Reaktion gemessen werden kann. 

Die Verstärkungseffizienz der ausgewählten Gene und der internen Kontrollen wur-

den nach folgender Formel kalkuliert: E = 10(-1/S) -1, wobei S die Steigung der Stan-

dardkurve darstellt. 

Für die Probenmessung wurden 400 ng PAXGene RNA eines jeden Patienten zur 

cDNA Synthese mit Hilfe der Superscript II Reverse Transcriptase (Invitrogen, 

Karlsruhe, Deutschland) den Angaben des Herstellerhandbuchs entsprechend ver-

wendet. Die RT-PCR wurde mit dem ABI PRISM 7700 Sequence Detection System 

(Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland) mit Hilfe des Quantitect SYBR Green 

PCR Kit (Qiagen) durchgeführt. Als Ausgangs-cDNA wurde eine Menge gewählt, die 

2 ng (0,5%) der totalen Ausgangs-RNA entspricht. Alle Reaktionen wurden doppelt 

ausgeführt. Die Ct Werte der getesteten Gene wurden gemessen und mit den kor-

respondierenden Standardkurven verglichen. Der Antilogarithmus des Wertes am 

Schnittpunkt mit der Standardkurve entsprach dabei der Menge der humanen RNA 

des ausgewählten Gens. Die normalisierte Expression eines ausgewählten Gens 

wurde daraufhin als Ratio zwischen totaler Expression des untersuchten Gens und 

der internen Kontrolle berechnet“ 88. 
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2.6 Mitwirkende Personen 

Die Patientenrekrutierung und Bereitstellung der Blutproben erfolgte durch Anne 

Hilgendorff. Microarrays und RT-PCRs wurden von Svetlin Tchatalbachev bearbeitet. 

Hamid Hossain stellte die ausgelesen Daten aus den Microarrays zur Verfügung (Da-

tensatz 1). Die komplette bioinformatische / biostatistische Analyse und Aufarbeitung 

der Daten erfolgte durch Manuel Klein. 

An der im Oktober 2013 bei Critical Care Medicine eingereichten Publikation „Early 

onset infection in preterm infants is characterized by dysregulation of NK cell activity 

with concomitant neutrophil activation“ waren folgende Personen beteiligt: Anne 

Hilgendorff; Anita Hoeland; Manuel Klein; Svetlin Tchatalbachev; Christine 

Windemuth-Kieselbach; Jochen Kreuder; Matthias Heckmann; Anna Gkatzoflia; Ha-

rald Ehrhardt; Josef Mysliwietz; Michael Maier; Benjamin Izar; Andre Billion; Ludwig 

Gortner; Trinad  Chakraborty; Hamid Hossain. Die drei erstgenannten Autoren trugen 

in gleicher Weise zur Studie bei, Hamid Hossain ist der korrespondierende Autor. 
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3 Ergebnisse 

3.1 Klinische Daten 

Innerhalb des Untersuchungszeitraums (04/2003 bis 03/2005) wurden 38 Frühgebo-

rene in die Studie eingeschlossen.  Die Arrays von 24 der 38 Patienten gingen in die 

weitere Analyse ein. Die Arrays von 14 der 38 Patienten wurden von der weiteren 

Analyse ausgeschlossen, weil sie die Qualitätskriterien nicht erfüllten (siehe 3.3.1 

„Low-Level Analyse“). Bei 16 der 24 Patienten wurde eine konnatale Infektion diag-

nostiziert, die übrigen 8 Patienten waren nicht erkrankt und wurden der Vergleichs-

gruppe zugeordnet. Während die erkrankten Patienten mit einem durchschnittlichen 

Gestationsalter von 28 Schwangerschaftswochen (SSW) geboren wurden, kamen die 

Patienten der Vergleichsgruppe mit einem durchschnittlichen Gestationsalter von 30 

SSW zur Welt. Das Geburtsgewicht in der Gruppe der Kinder mit konnataler Infektion 

bewegte sich zwischen 590 und 1730 g; der Median lag bei 1085g. Der Median in 

der Gruppe der gesunden Kinder lag mit 1445 g deutlich höher; die Spannweite zwi-

schen minimalem und maximalem Geburtsgewicht war zudem deutlich kleiner. Wäh-

rend der maximale Wert nur 30 g über dem der anderen Gruppe lag, lag der Mini-

malwert mit 900 g mehr als 300 g (etwa 50%) über dem der Gruppe der erkrankten 

Patienten. Die Diagnose einer intrauterinen Wachstumsretardierung wurde in beiden 

Gruppen jeweils einmal gestellt. Der prozentuale Anteil der Patienten, die antenatale 

Kortikosteroide erhalten hatten, war in der Vergleichsgruppe höher; er betrug 71% 

und lag damit 12% über dem Wert der anderen Gruppe. Noch deutlicher wird dieser 

Unterschied beim Vergleich der Patienten, die präpartal eine vollständige 

Kortikosteroidtherapie erhalten hatten. In der Vergleichsgruppe erhielten alle Patien-

ten, die antenatale Kortikosteroide erhalten hatten, eine vollständige Therapie. In der 

Gruppe der erkrankten Patienten hatten lediglich 41% der Patienten eine vollständige 

Therapie erhalten. Hinsichtlich der Häufigkeit vorzeitiger Blasensprünge bestand kein 

Unterschied zwischen den beiden Gruppen. In der Gruppe der Patienten ohne kon-

natale Infektion kam es bei keiner der Geburten zu einem vorzeitigen Blasensprung, 

in der Gruppe der Patienten mit konnataler Infektion wurde ein einziger Fall doku-

mentiert. In der Häufigkeit intrauteriner Infektionen ist hingegen ein deutlicher Unter-

schied erkennbar: Während bei keinem einzigen der gesunden Kinder die Diagnose 
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einer Chorioamnionitis gestellt wurde, konnte bei sieben (43,75%) der erkrankten 

Kinder eine Entzündung der Eihäute nachgewiesen werden. In beiden Gruppen wur-

de die bei weitem überwiegende Mehrheit der Kinder per Kaiserschnitt entbunden. In 

der Vergleichsgruppe kamen 100% der Kinder auf diesem Wege zur Welt, in der 

Gruppe der erkrankten Kinder waren es 15 von 16. Nur bei einem der Patienten mit 

konnataler Infektion ließen sich Keime in der Blutkultur nachweisen. In der Gruppe 

der Patienten mit konnataler Infektion lag der Critical Risk Index for Babies (CRIB) 

zwischen 0 und 17; der Median lag bei 6. In der Gruppe der nicht erkrankten Patien-

ten bewegte er sich mit Werten zwischen 0 und 13 in einem ähnlichen Bereich; der 

Median lag mit 0,5 jedoch deutlich niedriger. Beim Großteil der Patienten wurde ein 

Atemnotsyndrom diagnostiziert. Patienten der Vergleichsgruppe waren hinsichtlich 

des Schweregrades jedoch weniger stark betroffen. Von den 8 Patienten der Ver-

gleichsgruppe wurde bei 7 ein RDS diagnostiziert, alle < Grad III. In der Gruppe der 

Patienten mit konnataler Infektion wurde bei allen Patienten ein Atemnotsyndrom 

diagnostiziert, 10 von 16 hatten ein RDS  Grad III. Intraventrikuläre Blutungen 

(43,75%) oder bronchopulmonale Dysplasien (62,5%) traten nahezu ausschließlich in 

der Gruppe der Patienten mit konnataler Infektion auf. Von der 

Frühgeborenenretinopathie waren in dieser Gruppe 56,25% betroffen, in der Ver-

gleichsgruppe immerhin 50%. Kinder mit konnataler Infektion wurden zwischen 3 und 

44 Tage maschinell beatmet, der Median lag bei sieben Tagen. In der Gruppe der 

Kinder ohne konnatale Infektion lag der Median bei null, die maximale Beatmungs-

dauer lag bei sieben Tagen. Weitere Unterschiede zeigen sich in der Länge des 

Krankenhausaufenthaltes. Erkrankte Patienten lagen zwischen 10 und 138 Tage im 

Krankenhaus, mit einer durchschnittlichen Aufenthaltsdauer von 65 Tagen. Eines der 

Kinder starb in dieser Zeit. Patienten der Vergleichsgruppe lagen zwischen 23 und 

65 Tage stationär, die durchschnittliche Verweildauer lag bei 47 Tagen. 
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          Konnatale Infektion    Keine konnatale Infektion 

   

n          16        8 

GA (in Wochen)       28 (24-30)      30 (28-31) 

Geburtsgewicht (g)      1085 (590-1730)     1445 (900-1760) 

IUGR         1 (6,25%)      1 (12,5%) 

ANCS         9 (56,25%)      6 (75%) 

Chorioamnionitis      7 (43,75%)      0 

PROM         1 (6,25%)      0 

Kaiserschnitt       15 (93,75%)      8 (100%) 

Positive Blutkultur      1 (6,25%)      0 

CRIB         6 (0-17)       0,5 (0-13) 

RDS         16 (100%)      7 (87,5%) 

RDS  Grad III       9 (56,25%)      0 

IVH          7 (43,75%)      1 (12,5%) 

BPD         10 (62,5%)      0 

Künstliche Beatmung ( in Tagen)   7 (3-44)       0 (0-7) 

ROP         9 (56,25%)      4 (50%) 

Krankenhausaufenthalt (in Tagen)  65 (10-138)      47 (23-89) 

Tod          1 (6,25%)      0 

 

Tabelle 1. Perinataldaten der verbliebenen 24 Patienten 

Die angegebenen Daten stellen jeweils Median und Range oder absoluten Wert und prozentualen 

Anteil dar. 

GA: Gestationsalter; IUGR: Intrauterine Wachstumsretardierung; PROM: Vorzeitiger Blasensprung; 

ANCS: Antenatale Kortikosteroide: kompletter Kurs mit 2 Dosen Betamethason, die letzte  24 Stun-

den vor Geburt, die erste  7 Tage vor Geburt appliziert; CRIB: Critical Risk Index for Babies; RDS: 

Atemnotsyndrom; IVH: Intraventrikuläre Hämorrhagie; BPD: Bronchopulmonale Dysplasie; ROP: 

Frühgeborenenretinopathie 
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3.2 Probengewinnung, RNA-Aufbereitung und Hybridisierung der 

Arrays 

Probengewinnung, RNA-Aufbereitung und Hybridisierung der Arrays erfolgten wie 

unter 2.3 „Probengewinnung, RNA-Aufbereitung und Hybridisierung der Arrays“ be-

schrieben. 

3.3 Analyse der gewonnenen Daten 

3.3.1 Low-Level Analyse 

Die verwendeten CodeLink Uniset Human I Expression Bioarrays (GE Healthcare, 

Freiburg, Deutschland) verfügen über 10458 Spots. Die 105 eingesetzten Arrays mit 

je 9945 Probesets ergaben einen Datensatz mit insgesamt 1044225 Werten. Nach 

der Quantifizierung der Signale mit der CodeLink Expression Software 1.21 und nach 

Ausschluss der als POOR, NEG oder MSR gekennzeichneten Werte (siehe 2.4.1.1 

„Quantifizierung der Signale“) gingen 1009466 Werte in die weitere Analyse ein (Da-

tensatz 1), 34759 Werte (3,3%) fehlten. 107 Probesets, für die innerhalb einer der 

beiden Gruppen (EOI / Non-EOI) weniger als 50% der Werte vorlagen, wurden von 

der weiteren Analyse ausgeschlossen. 2514 Probesets, die in keiner der beiden 

Gruppen in mindestens 50% der Arrays über dem Threshold lagen, wurden ebenfalls 

von der weiteren Analyse ausgeschlossen. Das Ergebnis beider Schritte bildete Da-

tensatz 2 mit 7324 Probesets je Array. Leerwerte in Datensatz 2 wurden mit Hilfe von 

SKNN errechnet und eingefügt (imputiert). Mit Hilfe des 3SD-Tools (siehe 2.4.1.4 

„Identifikation und Elimination von technischen Ausreißern“) wurden in Datensatz 2 

weitere 10912 Ausreißerwerte in Leerwerte umgewandelt (, d. h. gelöscht). Die resul-

tierenden 23690 Leerwerte (12778 plus 10912) wurden mit Hilfe von SKNN erneut 

imputiert. 

Die mit Hilfe des Microarray Outlier Filter Moduls von AVADIS Pride identifizierten 

Ausreißer-Arrays wurden von der weiteren Analyse ausgeschlossen: 9 Arrays wur-

den entfernt, weil die Korrelation der technischen Replikate unter 98% lag, 28 Arrays 

wurden entfernt, weil ihre Outlier Percentage, der prozentuale Anteil an Ausreißern 

innerhalb des jeweiligen Arrays, größer 2 war. Weitere 5 Arrays wurden wegen un-

vollständiger klinischer Daten für die entsprechenden Patienten entfernt. Insgesamt 
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wurden 42 der 105 Arrays aus Datensatz 1 von der weiteren Analyse ausgeschlos-

sen. 

Von den verbliebenen 63 Arrays bestehend aus jeweils 9945 Probesets mit einem 

Datensatz von 626535 Werten (Datensatz 1‘) gingen nach der Quantifizierung der 

Signale mit der CodeLink Expression Software 1.21 und nach Ausschluss der als 

POOR, NEG oder MSR gekennzeichneten Werte (siehe 2.4.1.1 „Quantifizierung der 

Signale“) 605441 Werte in die weitere Analyse ein, 21094 Werte (3,3%) fehlten. 110 

Probesets, für die innerhalb einer der beiden Gruppen (Sepsis / Non-Sepsis) weniger 

als 50% der Werte vorlagen, wurden von der weiteren Analyse ausgeschlossen. 

2371 Probesets, die in keiner der beiden Gruppen in mindestens 50% der Arrays 

über dem Threshold lagen, wurden ebenfalls von der weiteren Analyse ausgeschlos-

sen. Das Ergebnis bildete Datensatz 2‘ mit 7464 Probesets. Die verbliebenen 6593 

Leerwerte wurden von SKNN imputiert. Mit Hilfe des 3SD-Tools (siehe 2.4.1.4 „Iden-

tifikation und Elimination von technischen Ausreißern“) wurden in Datensatz 2‘ weite-

re 4018 Werte gelöscht. Die Gesamtzahl von nun 10611 Fehlwerten wurde mit Hilfe 

von SKNN errechnet und eingefügt. Der vervollständigte Datensatz wurde daraufhin 

wie unter 2.4.1.9 „Quantile-Normalisierung des Datensatzes“ beschrieben normali-

siert und logarithmiert. Das Ergebnis bildete Datensatz 3. Wie unter 2.4.1.10 „Er-

rechnung von Mittelwerten“ beschrieben wurden mit Hilfe von dChip für alle Replikate 

eines Patienten Mittelwerte berechnet (Datensatz 4). 

3.3.2 High-Level Analyse 

3.3.2.1 Errechnung von Rang-Produkten 

Mit Hilfe von Rank Products wurden für jedes der 7464 Gene aus Datensatz 4 ein 

Fold Change (FC) und eine False Discovery Rate (FDR) berechnet. 

3521 Gene zeigten eine vermehrte Expression, das heißt, ihr Fold Change lag über 

1,0. Von diesen 3521 Genen hatten 926 Gene einen FC > 1,25; 316 Gene einen FC 

> 1,5; 152 Gene hatten einen FC > 1,75; 73 Gene hatten einen FC > 2,0; 20 Gene 

hatten einen FC > 2,5; 9 Gene hatten einen FC > 3,0; 6 Gene hatten einen FC > 3,5; 

3 Gene hatten einen FC > 4,0. Der maximale Fold Change lag bei 4,256. 
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Abbildung 4: Zahl der Gene mit einem Fold Change > x. 

 

3943 Gene zeigten eine verminderte Expression, das heißt, ihr Fold Change lag un-

ter -1,0. Von diesen 3943 Genen hatten 918 Gene einen FC < -1,25; 199 Gene hat-

ten einen FC < -1,5; 50 Gene hatten einen FC < -1,75; 15 Gene hatten einen FC < -

2,0; 2 Gene hatten einen FC < -2,5. Der minimale Fold Change lag bei -7,422. 
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Abbildung 5: Zahl der Gene mit einem Fold Change < x. 
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Von den 7464 Genen aus Datensatz 5 hatten 102 Gene eine FDR < 0,01, 125 Gene 

hatten eine FDR < 0,02; 151 Gene hatten eine FDR < 0,025; 198 Gene hatten eine 

FDR < 0,05; 292 Gene hatten eine FDR < 0,1; 460 Gene hatten eine FDR < 0,2; 530 

Gene hatten eine FDR < 0,25; 921 Gene hatten eine FDR < 0,5. 
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Abbildung 6: Zahl der Gene mit einer False Discovery Rate < x. 

 

Gene mit einer FDR < 0,05 wurden als signifikant differenziell reguliert definiert. Von 

diesen 198 Genen waren 155 Gene vermehrt und 43 Gene vermindert exprimiert. 

3.3.2.2 Annotierung der signifikant differenziell regulierten Gene 

Die Annotierung erfolgte wie unter 2.4.2.2 „Annotierung der signifikant differenziell 

regulierten Gene“ beschrieben mit SOURCE Stanford. 

3.3.2.3 Lokalisation der signifikant differenziell regulierten Gene 

Mit Hilfe von STRIPE 80 (siehe 2.4.2.3 „Lokalisation der signifikant differenziell regu-

lierten Gene“) wurde die chromosomale Verteilung der signifikant differenziell regu-

lierten Gene untersucht. Von den 198 Genen konnten 187 dargestellt werden. 
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Abbildung 7: Chromosomale Verteilung der signifikant differenziell regulierten Gene. Jede der vertika-

len Linien repräsentiert ein Chromosom. Die vermehrt exprimierten Gene werden durch rote Balken, 

die vermindert exprimierten durch grüne Balken dargestellt. 

 

Die prozentuale Verteilung der signifikant differenziell regulierten Gene auf die ein-

zelnen Chromosomen liegt zwischen 1 und 13%. Chromosom 1 enthält mit 13% den 

größten Anteil, gefolgt von Chromosom 19 mit 10% (siehe Abbildung 8). 
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Abbildung 8: Prozentuale Verteilung der signifikant differenziell regulierten Gene auf die einzelnen 

Chromosomen. 

 

Berücksichtigt man neben der absoluten Zahl der regulierten Gene pro Chromosom 

die Zahl aller Gene pro Chromosom, weisen 22 von 24 Chromosomen eine „annä-

hernd“ gleiche Regulationsdichte (0,34% bis 1,47%) auf: der Anteil signifikant diffe-

renziell regulierter Gene je Chromosom liegt zwischen 0,34 und 1,47%. Lediglich die 

beiden Chromosomen 19 und Y weisen mit einem Anteil regulierter Gene von 5,29% 

bzw. 5,66% (19 von 359 bzw. drei von 53 Protein-codierenden Genen) eine über-

durchschnittlich hohe „Regulationsdichte“ auf (siehe Abbildung 9). 
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Abbildung 9: Prozentualer Anteil der signifikant differenziell regulierten Gene auf den einzelnen Chro-

mosomen. Für die Berechnung wurde die Gesamtzahl proteincodierender Gene verwendet 
89

. 

 

Bei der Untersuchung der chromosomalen Lokalisation der signifikant differenziell 

regulierten Gene (siehe Abbildung 7) zeigt sich auf den verschiedenen Chromoso-

men insgesamt eine überwiegend ausgewogene Verteilung. Zugleich sind auf ver-

schiedenen Chromosomen einzelne „Hot Spots“, Abschnitte mit einer höheren Regu-

lationsdichte, erkennbar (siehe Abbildung 10): Der ausgewählte Abschnitt auf Chro-

mosom 1 beispielsweise enthält acht regulierte Gene. Drei dieser Gene sind die wei-

ter unten unter 3.3.2.8.1.1 „Calgranuline“ beschriebenen Calgranuline A, B und C. 

Als mögliche Transkriptionsfaktoren werden JUN / AP1 und C/EBP diskutiert 90, 91. 

Sowohl CEBPA (FC: 2,10; FDR: 0,002) (s. Tabelle 8) als auch CEBPB (FC: 2,35; 

FDR: 0,00044) zeigen ebenso wie die drei genannten Calgranuline eine signifikant 

höhere Expression. 
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Abbildung 10: Abschnitt mit einer höheren Regulationsdichte auf Chromosom 1. In dem ausgewählten 

Bereich liegen unter anderem Calgranulin A, B und C auch Cathepsin S und FCGR1A; alle werden 

signifikant vermehrt exprimiert. 

 

3.3.2.4 Identifizierung überrepräsentierter biologischer Gruppen 

Mit Hilfe des Functional Annotation Chart von DAVID (Database for Annotation, 

Visualization and Integrated Discovery) wurden die signifikant differenziell regulierten 

Gene unterschiedlichen biologischen Kategorien zugeordnet. Es wurde eine Tabelle 

von in der Genliste überrepräsentierten biologischen Prozessen erstellt. Bei einem 

Count-Threshold von 12 und einem EASE Score-Threshold von 0,01 wurden 27 Ka-

tegorien als signifikant überrepräsentiert aufgelistet (siehe Tabelle 2). 38 der 198 

Gene konnten unter den genannten Voreinstellungen keiner der 27 aufgeführten Ka-

tegorien zugeordnet werden. 

 

Kategorie Bezeichnung Zahl P-Wert 

GOTERM_BP_ALL GO:0006952~Abwehrantwort 29 2.94E-10 

GOTERM_BP_ALL GO:0050896~Antwort auf Stimulus 59 1.68E-07 

SP_PIR_KEYWORDS Direkte Protein-Sequenzierung 62 4.83E-07 

GOTERM_BP_ALL GO:0009611~Antwort auf Verletzung 21 2.40E-06 
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GOTERM_BP_ALL GO:0006954~Entzündungsantwort 16 1.99E-05 

GOTERM_BP_ALL GO:0009605~Antwort auf äußeren Reiz 23 2.26E-05 

GOTERM_BP_ALL GO:0006955~Immunantwort 22 8.18E-05 

GOTERM_BP_ALL GO:0002376~Immunsystem-Prozess 27 1.13E-04 

GOTERM_BP_ALL GO:0001775~Zell-Aktivierung 13 1.73E-04 

GOTERM_BP_ALL GO:0051704~Multi-organismaler Prozess 13 1.87E-04 

GOTERM_BP_ALL GO:0042221~Antwort auf chemischen Reiz 20 2.21E-04 

GOTERM_BP_ALL GO:0045321~Leukozyten-Aktivierung 12 2.46E-04 

GOTERM_CC_ALL 

GO:0016023~Zytoplasma-Membran gebun-

denes Vesikel 15 3.08E-04 

UP_SEQ_FEATURE Disulfid-Brücke 39 3.12E-04 

GOTERM_CC_ALL GO:0005576~Extrazelluläre Region 25 3.15E-04 

GOTERM_BP_ALL GO:0006950~Antwort auf Stress 31 3.64E-04 

GOTERM_CC_ALL GO:0031988~Membran-gebundenes Vesikel 15 3.70E-04 

GOTERM_CC_ALL GO:0005615~Extrazellulärer Raum 15 5.28E-04 

GOTERM_BP_ALL GO:0009607~Antwort auf biotischen Reiz 12 7.36E-04 

GOTERM_BP_ALL 

GO:0043066~Negative Regulation von 

Apoptose 12 7.90E-04 

GOTERM_BP_ALL 

GO:0043069~Negative Regulation von 

programmiertem Zelltod 12 8.48E-04 

GOTERM_CC_ALL GO:0031410~Cytoplasmatisches Vesikel 15 0.0018432 

GOTERM_CC_ALL GO:0031982~Vesikel 15 0.00222005 

GOTERM_BP_ALL GO:0051674~Zell-Lokalisation 15 0.00284073 

GOTERM_BP_ALL GO:0006928~Zell-Motilität 15 0.00284073 

UP_SEQ_FEATURE Sequenzvariante 83 0.00891993 

GOTERM_MF_ALL GO:0005515~Protein-Bindung 112 0.0099942 

 

Tabelle 2: DAVID. Functional Annotation Chart. Die Tabelle zeigt alle 27 überrepräsentierten Katego-

rien mit einem Count ≥ 12 und einer EASE-Score ≤ 0,01. 

 

Bei der weiteren Auswertung wurden nur Kategorien berücksichtigt, die dem Wörter-

verzeichnis „Gene Ontology Biological Process“ angehören („GOTERM_BP_ALL“). 

Angeführt wird die Tabelle der überrepräsentierten biologischen Prozesse von der 

Kategorie „Abwehrantwort“ (Defense Response); laut GO-Definition eine Reaktion, 

die als Antwort auf die Anwesenheit von Fremdkörpern oder das Auftreten einer Ver-

letzung eingeleitet wird. Auf den Plätzen zwei bis sieben folgen die Kategorien „Ant-

wort auf Stimulus“ (Response to Stimulus), „Antwort auf Verletzung“ (Response to 
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Wounding), „Entzündungsantwort“ (Inflammatory Response), „Antwort auf äußeren 

Reiz“ (Response to External Stimulus), „Immunantwort“ (Immune Response) und 

„Immunsystem-Prozess“ (Immune System Process). An 11. bis 13. Stelle schließen 

sich „Leukozyten-Aktivierung“ (Leukocyte Activation), „Antwort auf Stress“ (Response 

to Stress) und “Antwort auf biotischen Reiz“ (Response to biotic Stimulus) an. Für 

eine „hierarchische“ Darstellung der genannten Kategorien siehe Abbildung 11. 

 

Abbildung 11: Die Kategorie „GO Biological Process“ mit einer Auswahl überrepräsentierter Child 

Terms (Thresholds: Count ≥ 12, EASE Score ≤ 0,01). 

 

Bei der Auswertung des Functional Annotation Charts wird unter Berücksichtigung 

der hierarchischen Gliederung der aufgeführten Terms deutlich, dass sich der bei 

weitem überwiegende Anteil der überrepräsentierten Kategorien auf zwei übergeord-

nete biologische Prozesse zurückführen lässt: „Antwort auf Stimulus“ (Response to 

Stimulus) (an zweiter Stelle) und „Immunsystem-Prozess“ (Immune System Process) 

(an siebter Stelle) (siehe Abbildung 11). Der erstgenannte „Response to Stimulus“ 

(59 Gene) ist definiert als eine durch einen Reiz hervorgerufene Änderung des Zu-

standes oder der Aktivität einer Zelle oder eines Organismus. Der zweitgenannte 

„Immune System Process“ (27 Gene) beinhaltet sämtliche an der Entwicklung oder 

Funktion des Immunsystems beteiligten Prozesse. 

In den folgenden Abschnitten soll auf die beiden am stärksten überrepräsentierten 

Kategorien, „Abwehrantwort“ (Defense Response) und „Antwort auf Stimulus“ (Res-

ponse to Stimulus) eingegangen werden. Die weiteren Kategorien auf den Plätzen 3 

bis 12 sind zum großen Teil Child / Descendent Terms der beiden erstgenannten 

(siehe Abbildung 11); sie enthalten somit keine zusätzlichen Gene. Auch jene Kate-
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gorien, die sich nicht auf einen der beiden Parent Terms zurückführen lassen, bein-

halten wenige bis keine Gene, die nicht bereits in „Response to Stimulus“ / „Defense 

Response“ enthalten wären. 

3.3.2.4.1 Abwehrantwort (Defense Response) 

Die an erster Stelle aufgeführte Kategorie „Abwehrantwort“ (Defense Response) ist 

die mit Abstand am stärksten überrepräsentierte. Der ihr zugeordnete P-Wert liegt 

mit 2,94E-10 deutlich unter dem der an zweiter Stelle aufgeführten Kategorie „Ant-

wort auf Stimulus“ (Response to Stimulus), für die ein P-Wert von 1,68E-07 errechnet 

wurde. Tabelle 3 listet die signifikant differenziell regulierten Gene auf, die mit Hilfe 

des Functional Annotation Charts der Kategorie “Defense Response” zugeordnet 

wurden. 

 

GENBANK_ACC DAVID Gene Name FDR FC 

NM_002343 LACTOTRANSFERRIN 0.00000 2.82 

NM_005091 PEPTIDOGLYCAN RECOGNITION PROTEIN 1 0.00012 2.42 

NM_005621 

S100 CALCIUM BINDING PROTEIN A12 

(CALGRANULIN C) 0.00003 2.42 

NM_005194 

CCAAT/ENHANCER BINDING PROTEIN (C/EBP), 

BETA 0.00044 2.35 

AA868493 LEUKOTRIENE A4 HYDROLASE 0.00270 2.34 

NM_002838 

PROTEIN TYROSINE PHOSPHATASE, RECEPTOR 

TYPE, C 0.00137 2.30 

NM_002029 FORMYL PEPTIDE RECEPTOR 1 0.00018 2.26 

NM_000250 MYELOPEROXIDASE 0.00013 2.24 

AA318707 

S100 CALCIUM BINDING PROTEIN A9 

(CALGRANULIN B) 0.00112 2.14 

NM_000433 NEUTROPHIL CYTOSOLIC FACTOR 2 0.00428 2.08 

NM_002964 

S100 CALCIUM BINDING PROTEIN A8 

(CALGRANULIN A) 0.00066 2.07 

NM_001706 

B-CELL CLL/LYMPHOMA 6 (ZINC FINGER PROTEIN 

51) 0.01698 2.00 

NM_002211 INTEGRIN, BETA 1 0.04490 1.97 

NM_000572 INTERLEUKIN 10 0.02171 1.71 

NM_000700 ANNEXIN A1 0.04243 1.69 

NM_003467 CHEMOKINE (C-X-C MOTIF) RECEPTOR 4 0.02170 1.69 
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NM_006864 

LEUKOCYTE IMMUNOGLOBULIN-LIKE RECEPTOR, 

SUBFAMILY B, MEMBER 3 0.04691 1.63 

NM_001700 

AZUROCIDIN 1 (CATIONIC ANTIMICROBIAL 

PROTEIN 37) 0.00126 1.57 

NM_000584 INTERLEUKIN 8 0.00283 1.19 

NM_002260 

KILLER CELL LECTIN-LIKE RECEPTOR SUBFAMILY 

C, MEMBER 2 0.02950 -1.64 

M77140 GALANIN 0.00083 -1.66 

NM_016509 C-TYPE LECTIN DOMAIN FAMILY 1, MEMBER B 0.03649 -1.70 

NM_002051 GATA BINDING PROTEIN 3 0.04270 -1.84 

NM_002984 CHEMOKINE (C-C MOTIF) LIGAND 4 0.01493 -2.01 

NM_002001 

FC FRAGMENT OF IGE, HIGH AFFINITY I, 

RECEPTOR FOR; ALPHA POLYPEPTIDE 0.00345 -2.20 

U20350 CHEMOKINE (C-X3-C MOTIF) RECEPTOR 1 0.00492 -2.22 

NM_012483 GRANULYSIN 0.00090 -2.48 

 

Tabelle 3: DAVID: Die am stärksten überrepräsentierte Kategorie „Abwehrantwort“ enthält 27 Gene 

(Thresholds: Zahl (Count) ≥ 12, EASE Score ≤ 0,01). In der linken Spalte sind die zugehörigen Gen-

bank Accession Numbers aufgeführt. 

 

Von den 27 verschiedenen Genen in der Kategorie „Abwehrantwort“ (Defense Res-

ponse) zeigen 19 Gene eine vermehrte, 8 Gene eine verminderte Expression. 

Zu den vermehrt exprimierten Genen zählen neben Calgranulin A (FC: 2,07), B (FC: 

2,14) und C (FC: 2,42), die Myeloperoxidase (FC: 2,24), der Neutrophil cytosolic fac-

tor 2 (FC: 2,08), der Formyl peptide receptor 1 (FC: 2,26), Lactotransferrin (FC: 2,82) 

sowie Azurocidin1 (FC: 1,57). Weitere Gene mit einer vermehrten Expression sind 

zum Beispiel das Peptidoglycan recognition protein 1 (FC: 2,42), Integrin β1 (FC: 

1,97) und Interleukin 10 (FC: 1,71). Auch Interleukin 8 zeigt eine signifikant höhere 

Expression (FDR: 0,00283), der Fold Change liegt mit 1,19 noch knapp über 1. 

Zu den vermindert exprimierten Genen zählen neben anderen der Killer cell lectin-

like receptor KLRC2 (FC: -1,64), Granulysin (FC: -2,48), die C-Type lectin domain 

family 1, member B (FC: -1,70) sowie das GATA binding protein 3 (FC: -1,84). 

3.3.2.4.2 Antwort auf Stimulus (Response to Stimulus) 

„Antwort auf Stimulus“ (Response to Stimulus) ist die in der Liste der überrepräsen-

tierten Themen an zweiter Stelle aufgeführte Kategorie. Sie ist ein Ancestor / Parent 
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Term der an erster Stelle stehenden Kategorie „Defense Response“ und beinhaltet 

zusätzlich zu den in „Defense Response“ bereits enthaltenen Genen 30 weitere Ge-

ne. 

Tabelle 4 listet die signifikant differenziell regulierten Gene auf, die mit Hilfe des 

Functional Annotation Charts der Kategorie “Response to Stimulus” zugeordnet wur-

den. Aus praktischen Gründen werden an dieser Stelle nur jene Gene aufgeführt, die 

nicht zugleich in „Defense Response“ enthalten sind (siehe Tabelle 3). 

 

GENBANK_ACC DAVID Gene Name FDR FC 

AL136807 

STRESS-ASSOCIATED ENDOPLASMIC 

RETICULUM PROTEIN 1 0.00000 4.17 

NM_001752 CATALASE 0.00000 3.51 

NM_021105 PHOSPHOLIPID SCRAMBLASE 1 0.00016 2.55 

NM_000175 GLUCOSE PHOSPHATE ISOMERASE 0.00096 2.42 

NM_015967 

PROTEIN TYROSINE PHOSPHATASE, NON-

RECEPTOR TYPE 22 (LYMPHOID) 0.00273 2.33 

NM_007355 

HEAT SHOCK PROTEIN 90KDA ALPHA 

(CYTOSOLIC), CLASS B MEMBER 1 0.00161 2.31 

NM_001124 ADRENOMEDULLIN 0.00011 2.27 

NM_005335 

HEMATOPOIETIC CELL-SPECIFIC LYN 

SUBSTRATE 1 0.00200 2.21 

NM_001166 BACULOVIRAL IAP REPEAT-CONTAINING 2 0.01360 2.12 

NM_000566 

FC FRAGMENT OF IGG, HIGH AFFINITY IA, 

RECEPTOR (CD64) 0.00022 2.10 

NM_001923 

DAMAGE-SPECIFIC DNA BINDING PROTEIN 1, 

127KDA 0.00595 2.05 

NM_022977 

ACYL-COA SYNTHETASE LONG-CHAIN FAMILY 

MEMBER 4 0.01609 1.90 

NM_005534 INTERFERON GAMMA RECEPTOR 2 0.00439 1.88 

NM_000717 CARBONIC ANHYDRASE IV 0.02657 1.87 

NM_004079 CATHEPSIN S 0.01898 1.76 

NM_020980 AQUAPORIN 9 0.00753 1.76 

NM_000310 

PALMITOYL-PROTEIN THIOESTERASE 1 

(CEROID-LIPOFUSCINOSIS, NEURONAL 1, 

INFANTILE) 0.04897 1.76 

NM_005053 RAD23 HOMOLOG A (S. CEREVISIAE) 0.03203 1.75 

NM_032558 

HIPPOCAMPUS ABUNDANT GENE TRANSCRIPT-

LIKE 2 0.04477 1.70 
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GENBANK_ACC DAVID Gene Name FDR FC 

AW963062 

TUMOR NECROSIS FACTOR (LIGAND) 

SUPERFAMILY, MEMBER 13B 0.00426 1.66 

NM_012072 CD93 ANTIGEN 0.02185 1.61 

NM_000104 

CYTOCHROME P450, FAMILY 1, SUBFAMILY B, 

POLYPEPTIDE 1 0.02600 1.48 

NM_014358 C-TYPE LECTIN DOMAIN FAMILY 4, MEMBER E 0.04990 1.34 

NM_030751 

TRANSCRIPTION FACTOR 8 (REPRESSES 

INTERLEUKIN 2 EXPRESSION) 0.00679 -1.72 

NM_000216 KALLMANN SYNDROME 1 SEQUENCE 0.00256 -1.79 

NM_012445 SPONDIN 2, EXTRACELLULAR MATRIX PROTEIN 0.04279 -1.81 

AL137763 GRAINYHEAD-LIKE 3 (DROSOPHILA) 0.00868 -1.88 

NM_004380 CREB BINDING PROTEIN 0.02253 -1.95 

BC015510 REGULATOR OF G-PROTEIN SIGNALING 1 0.00086 -1.96 

NM_002180 IMMUNOGLOBULIN MU BINDING PROTEIN 2 0.00504 -2.23 

 

Tabelle 4: DAVID: die am zweitstärksten überrepräsentierte Kategorie „Antwort auf Stimulus“ enthält 

57 Gene (Thresholds: Count ≥ 12, EASE Score ≤ 0,01). Dargestellt sind nur jene Gene, die nicht auch 

in „Defense Response“ enthalten sind. 

 

Von den 57 Genen der Kategorie “Response to Stimulus” weisen 42 eine vermehrte, 

15 eine verminderte Expression auf. Von den in Tabelle 4 aufgeführten 30 Genen 

weisen 23 Gene eine vermehrte, 7 Gene eine verminderte Expression auf. 

Im Folgenden sollen nur solche Gene genannt werden, die nicht bereits unter 

3.4.2.4.1: „Abwehrantwort“ (Defense Response) erwähnt wurden. 

Zu den vermehrt exprimierten Genen zählen das Stress-associated endoplasmatic 

reticulum protein 1 (FC: 4,17), Catalase (FC: 3,51), CEBPB (FC: 2,35), BCL6 (FC: 

2,00; FDR: 0,01698), Adrenomedullin (FC: 2,27), HSP90AB1 (FC: 2,31), Damage-

specific DNA binding protein 1 (FC: 2,05), Interferon γ Rezeptor 2 (FC: 1,88), Protein 

tyrosine phosphatase, non-receptor type 22 (PTPN22) (FC: 2,33), Protein tyrosine 

phosphatase, receptor type, C (PTPRC) (FC: 2,30), TNFSF13B (FC: 1,66) und 

BIRC2 (FC: 2,12). 

Zu den vermindert exprimierten Genen zählen Zinc finger E-box binding homeobox 1 

(ZEB1) (FC: -1,72), CREB binding protein (FC: -1,95) und Regulator of G-protein 

signaling 1 (FC: -1,96). 
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3.3.2.5 Visualisierung in aktuell verfügbaren Pathways 

Mit Pathway Explorer wurden die regulierten Gene in aktuell verfügbare Pathways 

von BioCarta, GenMapp und Kegg gemappt (siehe 2.4.2.5 „Visualisierung in aktuell 

verfügbaren Pathways“). Es wurde eine Rangliste der Pathways erstellt, die neben 

dem Namen des jeweiligen Pathways die absolute Zahl und den prozentualen Anteil 

der gemappten Gene sowie eine Reihe weiterer Angaben enthält. 93 (46,97%) der 

198 Gene wurden in einen oder mehrere Pathways gemappt. Die übrigen 105 Gene 

(53,03%) konnten keinem der 544 verfügbaren Pathways zugeordnet werden. 

 

Abbildung 12: Pathway Explorer: Benutzeroberfläche. Am linken Bildrand die Zahl der verfügbaren 

Pathways, daneben die der gemappten Gene. Die Rangliste ist im unteren Bildanteil erkennbar.  

 

Die in der Rangliste enthaltenen Pathways lassen sich nach unterschiedlichen Krite-

rien ranken („Passed UniqID“ oder „% Passed UniqID“). Die „Passed UniqID“ ist die 

absolute Zahl der in einen Pathway gemappten Gene. Die „% Passed UniqID“ gibt 

an, wie hoch der prozentuale Anteil gemappter Gene an der Gesamtzahl aller in ei-

nem Pathway enthaltenen Gene ist. 

3.3.2.5.1 Ranking nach der absoluten Zahl gemappter Gene 

Erfolgt die Ordnung der Pathways anhand der „Passed UniqID“, wird die Liste von 

den folgenden Pathways angeführt (siehe Tabelle 5): 
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Section 

Name 
Pathway Name 

Pathway 

UniqID 

Passed 

UniqID 

% Passed 

UniqID 

1 GenMapp Antwort der angeborenen Immunität 271 13 4.8 

2 Pathways T Helfer-Zell Differenzierungs-Pathway 248 9 3.63 

3 GenMapp Enzym-Inhibitor-Aktivität 277 7 2.53 

4 GenMapp Chemotaxis 163 7 4.29 

5 GenMapp Apoptose 460 7 1.52 

6 GenMapp Zytosol 224 6 2.68 

7 GenMapp GPCRs, Class A Rhodopsin-like 230 5 2.17 

8 KEGG Zytokin-Zytokin Rezeptor-Interaktion 389 5 1.29 

9 GenMapp Zytokin-Aktivität 301 5 1.66 

10 GenMapp Humorale Immunantwort 235 5 2.13 

11 GenMapp 

Zelloberflächen-Rezeptor vermittelte 

Signaltransduktion 207 5 2.42 

12 GenMapp Zellmotilität 157 5 3.18 

13 KEGG Glykolyse / Gluconeogenese 86 5 5.81 

14 KEGG Axon-Führung 207 4 1.93 

15 GenMapp Aktin-Bindung 329 4 1.22 

16 KEGG Fokale Adhäsion 377 4 1.06 

17 BioCarta 

Selektive Expression von Chemokin-

Rezeptorer während der T Zell-Polarisation 32 3 9.38 

18 KEGG NK Zell vermittelte Zytotoxizität 183 3 1.64 

19 KEGG T Zell-Rezeptor-Signaling Pathway 149 3 2.01 

20 KEGG Insulin-Signaling Pathway 203 3 1.48 

21 BioCarta Glykolyse Pathway 16 3 18.75 

22 KEGG Regulation des Aktin-Zytoskeletts 326 3 0.92 

23 KEGG Regulation des Aktin-Zytoskeletts 325 3 0.92 

24 KEGG Jak-STAT Signaling Pathway 161 3 1.86 

25 GenMapp Endozytose 175 3 1.71 

26 GenMapp Lipid-Biosynthese 202 3 1.49 

27 GenMapp Lipid-Bindung 207 3 1.45 

28 GenMapp Zell-Proliferation 351 3 0.85 

29 GenMapp Translation 206 3 1.46 

30 KEGG MAPK-Signaling Pathway 454 3 0.66 

31 KEGG Stärke- und Saccharose-Metabolismus 157 3 1.91 

32 KEGG 

Interaktion neuroaktiver Liganden und Re-

zeptoren 412 3 0.73 

33 KEGG Langzeit-Potenzierung 101 3 2.97 

34 KEGG Antigenprozessierung und -präsentation 117 3 2.56 
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35 KEGG Transendotheliale Migration von Leukozyten 133 3 2.26 

Tabelle 5: Pathway Explorer: Dargestellt ist ein Ausschnitt der Rangliste. Die Pathways sind nach 

„Passed UniqID“, der absoluten Zahl gemappter Gene, sortiert. 

 

Auf Platz eins der Rangliste liegt der Pathway „Antwort der angeborenen Immunität“ 

(Innate immune response) von GenMapp (271 enthaltene Gene, davon 13 reguliert). 

Die Pathways „T Helfer-Zell Differenzierungs-Pathway“ (T helper cells differentiation 

pathway) (248 enthaltene Gene, davon 9 reguliert) und “Enzym-Inhibitor-Aktivität“ 

(Enzyme inhibitor activity) (277 enthaltene Gene, davon 7 reguliert) folgen auf den 

Plätzen zwei und drei. Trotz dieser auf den ersten Blick relativ hohen Zahl gemappter 

Gene liegt der prozentuale Anteil gemappter Gene nur bei drei der aufgeführten 

Pathways über 5 Prozent. Auf die entsprechenden Pathways wird in den folgenden 

Abschnitten eingegangen werden: 

3.3.2.5.2 Ranking nach dem prozentualen Anteil gemappter Gene 

Erfolgt die Ordnung anhand der „% Passed UniqID“, dem prozentualen Anteil 

gemappter Gene innerhalb eines Pathways, beginnt die Rangliste mit den folgenden 

Pathways (siehe Tabelle 6): 

 

  

Section 

Name 
PathwayName 

Pathway 

UniqID 

Passed 

UniqID 

% Passed 

UniqID 

1 BioCarta 

Inhibierung der Neurodegeneration im Zusam-

menhang mit  Morbus Huntington … 5 1 20 

2 BioCarta 

Konversion von Proepithelin zu Epithelin und 

Wund-Reparatur-Kontrolle 5 1 20 

3 BioCarta Glykolyse Pathway 16 3 18.75 

4 KEGG Retinol Metabolismus 6 1 16.67 

5 BioCarta Regulatoren der Knochen-Mineralisation 6 1 16.67 

6 BioCarta IFN gamma Signaling Pathway 7 1 14.29 

7 BioCarta 

Katabolische Pathways für Arginin, Histidin, Glu-

tamat, Glutamin und Prolin 7 1 14.29 

8 BioCarta 

Informations-verarbeitender Pathway am IFN-

beta Enhancer 8 1 12.5 

9 KEGG Methan Metabolismus 17 2 11.76 

10 BioCarta 

IL-10-abhängiger antiinflammatorischer 

Signaling Pathway 9 1 11.11 
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Section 

Name 
PathwayName 

Pathway 

UniqID 

Passed 

UniqID 

% Passed 

UniqID 

11 BioCarta 

Pelp1 Modulation der Östrogen-Rezeptor-

Aktivität 9 1 11.11 

12 BioCarta 

Selektive Expression von 

Chemokinrezeptoren während der T Zell-

Polarisation 32 3 9.38 

13 BioCarta Adhäsion und Diapedese von Lymphozyten 22 2 9.09 

14 BioCarta 

Zellen und Moleküle, die an einer lokalen akuten 

Entzündungsantwort beteiligt sind 22 2 9.09 

15 BioCarta SARS Coronavirus Protease 11 1 9.09 

16 BioCarta Zytokin-Netzwerk 24 2 8.33 

17 BioCarta Durch freie Radikale induzierte Apoptose 12 1 8.33 

18 BioCarta 

SUMOylierung als ein Mechanismus zur Modula-

tion CtBP-abhängiger Gen-Antworten 13 1 7.69 

19 BioCarta 

Pertussis Toxin-insensitives CCR5-Signaling in 

Makrophagen 27 2 7.41 

20 BioCarta 

Aktivierung von Csk durch cAMP-abhängige 

Protein-Kinase inhibiert Signaling durch den T 

Zell-Rezeptor 27 2 7.41 

21 BioCarta 

Regulation der Transkription von CARM1 durch 

Methyltransferase 14 1 7.14 

22 GenMapp Cholesterol Biosynthese 14 1 7.14 

23 BioCarta 

Rolle von PPAR-gamma Coaktivatoren in 

Adipositas und Thermogenese 14 1 7.14 

24 BioCarta 

Down-Regulation von MTA-3 in ER-negativen 

Brusttumoren 15 1 6.67 

25 BioCarta 

Acetylierung und Deacetylierung von RelA im 

Nukleus 15 1 6.67 

26 GenMapp Nukleotid-GPCRs 16 1 6.25 

27 BioCarta Oberflächenmoleküle  von T Helfer-Zellen 16 1 6.25 

28 BioCarta Zytokine und Entzündungsantwort 33 2 6.06 

29 BioCarta 

Regulation von MAP Kinase Pathways durch 

Dual Specificity Phosphatasen 17 1 5.88 

30 BioCarta Granzym A-vermittelter Apoptose Pathway 17 1 5.88 

31 BioCarta Oberflächenmoleküle von zytotoxischen T Zellen 17 1 5.88 

32 KEGG Glykolyse / Glukoneogenese 86 5 5.81 

 

Tabelle 6: Pathway Explorer: Dargestellt ist ein Ausschnitt der Rangliste. Die Pathways sind nach „% 

Passed UniqID“, dem prozentualen Anteil gemappter Gene, sortiert. 
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Bei der Analyse der Rangliste ist neben dem prozentualen Anteil gemappter Gene 

auch die so genannte „Pathway UniqueID“, die Gesamtzahl der in ein einem Pathway 

enthaltenen Gene, zu berücksichtigen, denn: je niedriger die Gesamtzahl der Gene 

innerhalb eines Pathway ist, desto weniger Aussagekraft besitzt ein hoher prozentua-

ler Anteil gemappter Gene – und umgekehrt. Lediglich drei von elf Pathways mit ei-

ner „% Passed UniqueID“ > 5 enthalten mehr als zwei differenziell regulierte Gene: 

„Glykolyse Pathway“ (Glycolysis Pathway) von Biocarta (an 3. Stelle; 16 enthaltene 

Gene, davon 3 reguliert), „Selektive Expression von Chemokinrezeptoren während 

der T Zell-Polarisation“ (Selective expression of chemokine receptors during T-cell 

polarization) von Biocarta (an 12. Stelle; 32 enthaltene Gene, davon 3 reguliert) und 

„Glykolyse / Glukoneogenese“ (Glycolysis / Gluconeognesis) von Kegg (an 32. Stelle; 

86 enthaltene Gene, davon 5 reguliert). 

3.3.2.5.2.1 Glykolyse / Glukoneogenese 

Der auffälligste Pathway ist der an dritter Stelle aufgeführte „Glykolyse Pathway“ 

(Glycolysis Pathway) von BioCarta (BioCarta, San Diego, CA, USA; 

www.biocarta.com). Drei der sechzehn enthaltenen Gene (18,75%) zeigen eine  sig-

nifikant differenzielle Regulation. Bei den gemappten Genen handelt es sich um die 

Hexokinase 1, die Glukose-6-phopsphat-Isomerase sowie die 

Phosphoglyceratkinase 1 (siehe Abbildung 13). Nicht dargestellt ist die 

Phosphofruktokinase 2 / Fruktose-2,6-Bisphosphatase. 
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Abbildung 13: BioCarta Pathway: „Glykolyse“: Im Pathway sind die Hexokinase 1, die Glukose-6-

phosphat-Isomerase sowie die Phosphoglyceratkinase dargestellt. Die erste Hälfte des farbigen Bal-

kens gibt jeweils den Fold Change, die zweite Hälfte die False Discovery Rate an. Die Legende ist 

oberhalb des Pathways abgebildet. 
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Der an 32. Stelle genannte Pathway „Glykolyse / Glukoneogenese“ (Glycolysis / Glu-

coneogenesis) von Kegg (nicht abgebildet) enthält insgesamt 86 Gene. Fünf dieser 

Gene (5,81%) sind als signifikant differenziell reguliert gekennzeichnet. Zu den ge-

mappten Genen zählen neben den drei bereits erwähnten die Laktatdehydrogenase 

A sowie die Dihydrolipoamid-Dehydrogenase. 

3.3.2.5.2.2 Selektive Expression von Chemokinrezeptoren während der T Zell-

Polarisierung 

Weniger auffällig ist der an zwölfter Stelle aufgeführte Pathway „Selektive Expression 

von Chemokinrezeptoren während der T Zell-Polarisation“ (Selective expression of 

chemokine receptors during T-cell polarization) von Biocarta. Er enthält 32 Gene, von 

denen 3 signifikant differenziell reguliert sind, und weist mit 9,38% einen deutlich ge-

ringeren prozentualen Anteil gemappter Gene auf. Bei den gemappten Genen han-

delt es sich um die bereits weiter oben beschriebenen Chemokine (C-X-C motif) 

receptor 4 (CXCR4), Chemokine (C-C motif) ligand 4 (CCL4: im Pathway als MIP-1B 

bezeichnet) und Interferon γ Rezeptor 2 (IFNGR2). 
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Abbildung 14: BioCarta Bathway: „Selektive Expression von Chemokin-Rezeptoren während der T 

Zell-Polarisation“: Im Pathway sind Chemokine (C-X-C motif) receptor 4, Chemokine (C-C motif) li-

gand 4 sowie Interferon γ Rezeptor 2 dargestellt. Die erste Hälfte des farbigen Balkens gibt den Fold 

Change, die zweite Hälfte die False Discovery Rate an. Die Legende ist oberhalb des Pathways ab-

gebildet. 

 

3.3.2.6 Analyse mit „Ingenuity Pathways Analysis“ 

Mit Ingenuity Pathways Analysis (IPA) wurden die bisherigen Analyseschritte ergänzt 

und erweitert. Hierfür wurden sämtliche 7464 Gene (siehe 3.3.2.1 „Errechnung von 

Rang-Produkten“) in Ingenuity importiert. Insgesamt 6900 Gene gingen in die weitere 

Analyse mit ein, die übrigen 564 wurden nicht berücksichtigt. Für die FDR wurde ein 
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Cut-off von 0,05 angegeben. In die Erstellung von Netzwerken gingen 163 der 198 

signifikant differenziell regulierten Gene ein. Der Datensatz wurde dann mit den ver-

schiedenen Modulen weiter analysiert. 

3.3.2.6.1 Associated Network Functions 

Mit Hilfe von Ingenuity konnten zahlreiche der signifikant differenziell regulierten Ge-

ne verschiedenen Netzwerken mit jeweils unterschiedlichen Funktionen zugeordnet 

werden (siehe Abbildung 15). Das an erster Stelle aufgeführte Netzwerk mit den 

Funktionen „Genexpression“, „Zell-Zell-Signaling“ und „Entwicklung und Funktion des 

hämatologischen Systems“ enthielt im Ganzen 26 Gene. Dem an zweiter Stelle ge-

nannten Netzwerk mit den Hauptfunktionen „Entzündungsantwort“, „Entwicklung und 

Funktion des Nervensystems“ und „Gewebsentwicklung“ wurden 17 Gene zugewie-

sen. In den an dritter bis fünfter Stelle aufgeführten Netzwerken fanden sich jeweils 

17, 16 beziehungsweise 15 signifikant differenziell regulierte Gene. 

 

Abbildung 15: Ingenuity Pathways Analysis: Associated Network Functions: Von oben nach unten 

aufgeführt sind die fünf Netzwerke, die die größte Zahl signifikant differenziell regulierter Gene enthal-

ten. 
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Abbildung 16: Ingenuity Pathways Analysis: Associated Network Functions: Abgebildet ist das an ers-

ter Stelle aufgeführte Netzwerk mit den Funktionen „Genexpression“, „Zell-Zell-Signaling“ und „Ent-

wicklung und Funktion des hämatologischen Systems“. Gut sichtbar wird die zentrale Bedeutung der 

Transkriptionsfaktoren CEBPA, CEBPB und CREBBP für die Regulation zahlreicher differenziell regu-

lierter Gene. Gene mit einer signifikant vermehrten Expression sind rot hinterlegt, Gene mit einer signi-

fikant verminderten Expression grün. Grau hinterlegte Gene zeigen keine signifikant differenzielle 

Expression, weiß hinterlegte Gene wurden nicht gemessen. Zytokine werden durch Rechtecke, En-

zyme durch Rauten, Transkriptionsfaktoren durch liegende Ovale, Transmembranrezeptoren durch 

stehende Ovale, alle Anderen durch Kreise symbolisiert. Direkte Interaktionen zwischen den darge-

stellten Proteinen sind durch durchgezogene, indirekte Interaktionen durch gestrichelte Linien darge-

stellt. Für weitere Informationen bezüglich CEBPA siehe Tabelle 8 unter 3.3.2.7.1. Für weitere Infor-
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mationen bezüglich CEBPB siehe Tabelle 8 unter 3.3.2.7.1, 3.3.2.8.1.2 „Mit neutrophilen Granulozyten 

assoziierte Gene“ sowie 3.3.2.8.1.6 „Neutrophile Granulozyten - Zusammenfassende Darstellung“. 

 

3.3.2.6.2 Top Bio Functions 

Mit Hilfe von Ingenuity wurde eine funktionelle Analyse durchgeführt, in der die  signi-

fikant differenziell regulierten Gene mit biologischen Funktionen aus der Ingenuity 

Wissensbasis in Verbindung gebracht wurden. Die Signifikanz der aufgeführten Ka-

tegorien wird durch den jeweils zugeordneten p-Wert ausgedrückt. 

 

Abbildung 17: Abgebildet sind die sieben signifikantesten Kategorien: „Antigenpräsentation“, „zellver-

mittelte Immunantwort“, Humorale Immunantwort“, Entzündungsantwort“, „Infektiöse Erkrankung“, 

„Respiratorische Erkrankung“ und „Funktionsstörung des Bindegewebes“. 
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3.3.2.6.3 Top Canonical Pathways 

Mit Hilfe von Ingenuity wurden die signifikant differenziell regulierten Gene in die ver-

fügbaren Pathways gemappt. Es wurde eine Rangliste erstellt, in der sämtliche 

Pathways anhand ihres p-Wertes gerankt werden. 

Angeführt wird die Liste von „Glykolyse / Glukoneogenese“. Der Pathway weist mit 

5,82E-04 den niedrigsten p-Wert auf. Sechs der 141 enthaltenen Gene zeigen eine 

signifikant differenzielle Expression. An zweiter bis vierter Stelle liegen die Pathways 

„Fremdstoff-Metabolismus-Signaling“, „Chemokin-Signaling“, „Methan-Metabolismus“ 

und „Glukokortikoidrezeptor-Signaling“ (siehe Abbildung 18). 

 

Abbildung 18: Aufgeführt sind die fünf Pathways mit den niedrigsten p-Werten. Neben den p-Werten 

wird unter „Ratio“ auch der Quotient aus der Zahl der signifikant differenziell regulierten Gene und der 

Gesamtzahl aller im Pathway enthaltenen Gene angezeigt. 

 

3.3.2.7 Analyse mit „BioBase ExPlain“ 

Die bisherigen Analyseschritte wurden mit BioBase ExPlain ergänzt und erweitert. 

187 der 198 signifikant differenziell regulierten Gene wurden von BioBase ExPlain 

erkannt. Die 187 Gene enthalten 345 Promotoren und codieren für 125 Moleküle. In 

aufeinander folgenden Schritten wurden eine Stromaufwärtsanalyse, bestehend aus 

einfacher Promotorenanalyse, erweiterter Promotorenanalyse und Knotenpunktana-
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lyse, sowie eine Stromabwärtsanalyse, bestehend aus einer funktionellen Klassifizie-

rung, durchgeführt. 

3.3.2.7.1 Einfache Promotorenanalyse 

Mit Hilfe der einfachen Promotorenanalyse wird nach überrepräsentierten 

Transkriptionsfaktorbindungsstellen in den Promotoren der signifikant differenziell 

regulierten Gene gesucht. Für die Analyse wurden die Standardeinstellungen mit 

Cut-off-Optimierung und einem proximal gelegenen Promotorenfenster von -500bp 

bis 100bp verwendet (500 Basenpaare stromaufwärts bis 100 Basenpaare stromab-

wärts). Als Hintergrund der Berechnungen dienten die Promotoren des nicht überlap-

penden Sets humaner Haushaltsgene „Human housekeeping genes [548, 87, 892, 

463]“. Im Folgenden eine Liste der zehn am stärksten überrepräsentierten Matrices: 

Matrixname Ja (Stellen/1000bp) 
Nein (Stel-

len/1000bp) 
Ja/Nein p-Wert 

p-Wert passen-

der Promotoren 

V$EVI1_04 0,2914 0,0518 5,6265 3,4271E-09 0,0012 

V$IPF1_03 0,173 0,0366 4,7327 0,000021046 0,0083 

V$OCT1_07 0,1821 0,0396 4,5985 0,000016184 0,000013242 

V$EVI1_01 0,3279 0,0731 4,4836 1,0512E-08 0,00065553 

V$OCT4_01 0,2459 0,0548 4,4836 7,202E-07 3,7281E-06 

V$HNF3_Q6 0,173 0,0396 4,3686 0,000039603 0,000034862 

V$EVI1_02 0,1913 0,0457 4,1847 0,000022706 0,001 

V$EVI1_03 0,2641 0,064 4,1277 7,6531E-07 0,0001852 

V$TITF1_Q3 0,173 0,0427 4,0566 0,000071385 0,000064796 

V$FOXP3_Q4 0,2186 0,0579 3,7756 0,000016766 0,000023988 

Tabelle 7: Die Tabelle zeigt die zehn am stärksten überrepräsentierten Matrices (Ja/Nein-Ratio). Aus 

den Spalten „Ja“ / „Nein“ geht hervor, wie häufig die jeweilige Transkriptionsfaktorbindungsstelle in der 

Gruppe der signifikant differenziell regulierten Gene / dem Hintergrundset humaner Haushaltsgene zu 

finden war. 

 

Im nächsten Schritt trifft ExPlain eine Vorhersage über den Einfluss stromaufwärts 

liegender Transkriptionsfaktoren, indem es – ausgehend von der oben beschriebe-

https://portal.biobase-international.com/cgi-bin/build_ghptyw/idb/1.0/get.cgi?M00081
https://portal.biobase-international.com/cgi-bin/build_ghptyw/idb/1.0/get.cgi?M01235
https://portal.biobase-international.com/cgi-bin/build_ghptyw/idb/1.0/get.cgi?M00248
https://portal.biobase-international.com/cgi-bin/build_ghptyw/idb/1.0/get.cgi?M00078
https://portal.biobase-international.com/cgi-bin/build_ghptyw/idb/1.0/get.cgi?M01125
https://portal.biobase-international.com/cgi-bin/build_ghptyw/idb/1.0/get.cgi?M00791
https://portal.biobase-international.com/cgi-bin/build_ghptyw/idb/1.0/get.cgi?M00079
https://portal.biobase-international.com/cgi-bin/build_ghptyw/idb/1.0/get.cgi?M00080
https://portal.biobase-international.com/cgi-bin/build_ghptyw/idb/1.0/get.cgi?M00432
https://portal.biobase-international.com/cgi-bin/build_ghptyw/idb/1.0/get.cgi?M00992
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nen Überrepräsentation der verschiedenen Transkriptionsfaktorbindungsstellen – 

eine Liste passender, potentiell bedeutsamer Transkriptionsfaktoren generiert. Aus 

dieser Liste wurde ein Subset von 64 Transkriptionsfaktoren erstellt, deren Matrices 

sich durch eine 2-fache Überrepräsentation, einen p-Wert < 0.001 sowie einen p-

Wert passender Promotoren < 0.001 auszeichnen. In der Annahme, dass Transkrip-

tionsfaktoren, die einen relevanten Einfluss auf die Expression ihrer Zielgene neh-

men, sich ebenso wie ihre Zielgene durch eine differenzielle Regulation auszeichnen, 

wurde daraufhin im folgenden Schritt im Set der signifikant differenziell regulierten 

Gene nach den von ExPlain als bedeutsam vorhergesagten Transkriptionsfaktoren 

gesucht. Hierbei wiesen die folgenden von ExPlain als bedeutsam vorhergesagten 

Transkriptionsfaktoren eine signifikant differenzielle Regulation auf: 

Gensymbol BKL Beschreibung FC FDR 

BCL6 

B-cell CLL-lymphoma 6; ein Repressor der Transkription, der 

an  Antiapoptose beteiligt ist; Entwicklung der Epidermis; Re-

gulation der Zellproliferation; vermehrt exprimiert in 

Neoplasien von Brust und Haut; Genmutation verursacht folli-

kuläre und non-Hodgkin-Lymphome 1.995 0.017 

CEBPA 

CCAAT-enhancer binding protein alpha; ein Transkriptions-

faktor, der an der Differenzierung myeloider Zellen beteiligt 

ist; aberrante Expression ist mit Adipositas assoziiert; 

hepatozelluläre Karzinome und verschiedene weitere 

Neoplasien; Genmutation verursacht myelodysplastische 

Syndrome 2.101 0.002 

CEBPB 

CCAAT-enhancer binding protein beta; ein Aktivator der  

Transkription, der eine Rolle in der IL-8 Biosynthese spielt; 

Arrest des Zellzyklus; erhöhte Expression korreliert mit Mor-

bus Alzheimer; kolorektales Karzinom; hepatozelluläres Kar-

zinom und multiple Neoplasien 2.346 0.000 

GATA3 

GATA-binding protein 3; ein Regulator der Transkription, der 

am Chromatin-Remodeling beteiligt ist; Entwicklung der Haut 

und Formation der Riechplakode; vermindert exprimiert bei 

Hodgkin-Lymphomen; Genmutation verursacht 

Hypoparathyroidismus und Taubheit; mRNA ist in Psoriasis 

vermindert exprimiert 

-

1.845 0.043 

https://portal.biobase-international.com/cgi-bin/build_ghptyw/idb/1.0/get.cgi?GN000004311
https://portal.biobase-international.com/cgi-bin/build_ghptyw/idb/1.0/get.cgi?GN000007378
https://portal.biobase-international.com/cgi-bin/build_ghptyw/idb/1.0/get.cgi?GN000007605
https://portal.biobase-international.com/cgi-bin/build_ghptyw/idb/1.0/get.cgi?GN000003806
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Tabelle 8: Die Tabelle zeigt diejenigen der von ExPlain als bedeutsam vorhergesagten Transkriptions-

faktoren, die sich durch eine signifikant differenzielle Expression auszeichnen. Für weitere Informatio-

nen bezüglich CEBPA siehe 3.3.2.6.1 „Associated Network Functions“, Abbildung 16 sowie 4.2.2.6.4 

„Hypoxie“. Für weitere Informationen bezüglich CEBPB siehe 3.3.2.6.1 „Associated Network 

Functions“, Abbildung 16 sowie 3.3.2.8.1.2 „Mit neutrophilen Granulozyten assoziierte Gene“. Für 

weitere Informationen bezüglich GATA3 siehe 3.3.2.8.2 „Natürliche Killerzellen“. 

 

Die differenzielle Expression der vier Transkriptionsfaktoren legt – ebenso wie die 

von ExPlain vorhergesagte Überrepräsentation der zugehörigen Bindungsstellen – 

eine reale differenzielle Regulation weiter stromabwärts gelegener Zielgene nahe. 

3.3.2.7.2 Erweiterte Promotorenanalyse 

Mit Hilfe der erweiterten Promotorenanalyse wird wie unter 2.4.2.7.2 „Erweiterte 

Promotorenanalyse“ beschrieben ein Komposit Modul – eine Kombination von 

Transkriptionsfaktorbindungsstellen – gesucht, das eine optimale Diskrimination zwi-

schen Promotoren des Sets signifikant differenziell regulierter Gene und Promotoren 

des Hintergrund-Sets ermöglicht. 

Für den ersten Schritt der Analyse wurden die Standardeinstellungen mit einem pro-

ximal gelegenen Promotorenfenster von -500bp bis 100bp ohne Cut-off Optimierung 

verwendet; als Hintergrund der Berechnungen dienten die Promotoren des nicht 

überlappenden Sets humaner Haushaltsgene „Human housekeeping genes [548, 87, 

892, 463]“.  Für den zweiten Schritt wurden ein Stop nach 500 Iterationen und eine 

Populationsgröße von 500 voreingestellt. Gesucht wurde nach zehn Paaren mit einer 

Distanz von 3 bis 80 Basenpaaren und einer Modulgröße von 200. Hierbei wurden 

die einzelnen Faktoren je nach Gewichtung in unterschiedlichem Maße berücksichtigt 

(optimized factors impact). 
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Abbildung 19: Die Abbildung zeigt das Promotorenmodell mit der höchsten Fitness-Score. Es besteht 

aus zehn Matrixpaaren. Der p-Wert des berechneten Modells wird mit 3.2901e
-36

, die Wahrscheinlich-

keit falsch positiver (FP) beziehungsweise falsch negativer (FN) Ergebnisse mit 34.55% beziehungs-

weise mit 13.66%, der Gesamt Cut-off mit 0.084394 angegeben. 

 

Im letzten Schritt der erweiterten Promotorenanalyse werden nun die Promotoren der 

Gene, die keine signifikant differenzielle Regulation aufwiesen, mit Hilfe des gespei-

cherten Promotorenmodells (siehe Abbildung 19) durchsucht, um auf diese Weise 

weitere Gene zu identifizieren, die zu dem errechneten Modell passen. Dabei wird 

angenommen, dass die Höhe der berechneten Sequenz-Score mit der Ähnlichkeit 

der Promotorenstruktur korreliert: je höher die Score eines Gens, desto mehr ähneln 

seine Promotoren dem errechneten Promotorenmodell. 

Unter den so identifizierten Genen mit der höchsten Sequenz Score finden sich unter 

anderem Insulin-like growth factor 2 mRNA binding protein 3 (IGF2BP3; FC: 1,29; 

FDR: 0,7) mit einer Score von 0,304 oder Serum Amyloid A4 (SAA4; FC: 1,09; FDR: 

1,19) mit einer Score von 0,274. Leptin Receptor overlapping transcript (LEPROT; 

FC: -1,53; FDR: 0,12) weist mit 0,323 die höchste Score auf. 

3.3.2.7.3 Knotenpunktanalyse 

Die Knotenpunktanalyse dient der Suche nach stromaufwärts gelegenen Schlüssel-

molekülen, die die Aktivität der mit F-MATCH und CMA identifizierten Transkriptions-

faktoren regulieren. Weitere Informationen über den zu Grunde liegenden Algorith-

mus finden sich in Kapitel sieben des ExPlain 3.0 Benutzerhandbuchs unter 

http://explain30.biobase.de/biobase/ExPlain_3.0/doc/NWA.html. 

http://explain30.biobase.de/biobase/ExPlain_3.0/doc/NWA.html
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Als Genset diente eine aus zwei Sets zusammengefügte Liste, die neben den Trans-

kriptionsfaktoren des Promotorenmodells die mit F-MATCH ermittelten Transkripti-

onsfaktoren mit einer „Ja“/“Nein“-Ratio > 2.0 enthielt. Es wurde ein maximaler Radius 

von vier Molekülen angegeben und eine FDR < 0.05 als Schwellenwert voreinge-

stellt. Genregulations- und Transregulationsreaktionen wurden bei der Suche nach 

stromaufwärts gelegenen Knotenpunkten ebenso berücksichtigt wie annotierte 

Pathways und Reaktionsketten. 

Biobase ExPlain ermittelte 44 Knotenpunkte mit einer FDR < 0.05; die maximale Sig-

nifikanz-Score lag bei 4.35 (siehe Tabelle 9), die minimale Signifikanz-Score bei 

1,48. 

 

Molekülname 
Trafferzahl im 

Netzwerk 
Distanz 

Zahl nicht relevanter 

erreichbarer Knoten 
Score FDR 

MEKK1 26 4 165 4,35376 0,02 

MAPKAPK2 20 4 113 3,51351 0,026 

p38beta2 18 4 91 2,99411 0,012 

AR (NR3C4): p300 13 4 61 2,95661 0,032 

RAD23A 13 4 61 2,95661 0,032 

ROCK2 13 4 63 2,94434 0,032 

SIRT1 15 4 69 2,92891 0,006 

RhoA 13 4 67 2,92134 0,038 

AKT1 15 4 82 2,8124 0,034 

PDK2 15 4 83 2,80868 0,034 

ILK 15 4 88 2,79094 0,042 

ING1b 15 4 96 2,63868 0,044 

HIPK2 15 4 69 2,56001 0,01 

SKIP 13 4 69 2,50116 0,048 

calcitriol: VDR{pS51} {pS208}: 

9-cis-retinoic acid: RXR-alpha 13 4 69 2,50116 0,048 

https://portal.biobase-international.com/cgi-bin/build_ghptyw/idb/1.0/get.cgi?MO000009086
https://portal.biobase-international.com/cgi-bin/build_ghptyw/idb/1.0/get.cgi?MO000009253
https://portal.biobase-international.com/cgi-bin/build_ghptyw/idb/1.0/get.cgi?MO000022205
https://portal.biobase-international.com/cgi-bin/build_ghptyw/idb/1.0/get.cgi?MO000082517
https://portal.biobase-international.com/cgi-bin/build_ghptyw/idb/1.0/get.cgi?G005360
https://portal.biobase-international.com/cgi-bin/build_ghptyw/idb/1.0/get.cgi?G005425
https://portal.biobase-international.com/cgi-bin/build_ghptyw/idb/1.0/get.cgi?G003806
https://portal.biobase-international.com/cgi-bin/build_ghptyw/idb/1.0/get.cgi?MO000022383
https://portal.biobase-international.com/cgi-bin/build_ghptyw/idb/1.0/get.cgi?G003204
https://portal.biobase-international.com/cgi-bin/build_ghptyw/idb/1.0/get.cgi?MO000017262
https://portal.biobase-international.com/cgi-bin/build_ghptyw/idb/1.0/get.cgi?MO000032768
https://portal.biobase-international.com/cgi-bin/build_ghptyw/idb/1.0/get.cgi?MO000045001
https://portal.biobase-international.com/cgi-bin/build_ghptyw/idb/1.0/get.cgi?G006203
https://portal.biobase-international.com/cgi-bin/build_ghptyw/idb/1.0/get.cgi?MO000079394
https://portal.biobase-international.com/cgi-bin/build_ghptyw/idb/1.0/get.cgi?MO000156690
https://portal.biobase-international.com/cgi-bin/build_ghptyw/idb/1.0/get.cgi?MO000156690
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Tabelle 9: Die Tabelle zeigt die 15 Knotenpunkte mit einer Score > 2.5. Die Trefferzahl im Netzwerk 

gibt die Zahl von Inputmolekülen an, die innerhalb der geforderten Distanz mit dem jeweiligen Knoten-

punkt verbunden sind. Die Anzahl nicht relevanter erreichbarer Knoten gibt die Zahl der Moleküle an, 

die innerhalb der geforderten Distanz lagen, in der Inputliste jedoch nicht aufgeführt waren. Die Tabel-

le wurde mit Biobase ExPlain erstellt und leicht modifiziert (Englische Begriffe wurden übersetzt und 

die Spalten „molecule classification“, „hits list“ und „Z-score“ gestrichen). 

 

 

Abbildung 20: Die Abbildung stellt das von dem Knotenpunkt MEKK1 ausgehende Netzwerk gra-

phisch dar. Für die Abbildung wurde das von BioBase generierte Netzwerk modifiziert: irrelevante 

Moleküle wurden entfernt, relevante Moleküle hinzugefügt. Pfeile weisen auf eine Beeinflussung der 

nachgeschalteten Gene hin, wobei die grünen Quadrate für Aktivierung und rote für Inhibierung ste-

hen. Für gelbe und braune Quadrate ist die exakte Art der Beeinflussung in Biobase nicht beschrie-

ben. NF-IL6-1 / NF-IL6-3 entspricht dem Transkriptionsfaktor CCAAT/enhancer binding protein, β 

(CEBPB). Eine farblich codierte Darstellung der Expressionswerte war nicht möglich. Anbei die Werte 

der signifikant differenziell exprimierten Transkriptionsfaktoren: CBP (FC:-1.95; FDR:0.02); C/EBP, α 

(FC: 2,10; FDR: 0,00); NF-IL6-1 / NF-IL6-3 (FC: 2,34; FDR: 0,00). Signifikant vermehrt exprimiert wer-

den BCL6, S100A9, IL8, MPO, LTF, CTSS sowie NCF2; nur GNLY weist eine signifikant verminderte 

Expression auf. Weitere Informationen zu verschiedenen der abgebildeten Gene sind unter 3.3.2.8.1.2 

„Mit neutrophilen Granulozyten assoziierte Gene“ zu finden. 
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3.3.2.7.4 Funktionelle Analyse 

Von den 198 der Analyse zugeführten, signifikant differenziell regulierten Genen 

wurden 179 Gene erkannt. Die übrigen 19 Gene blieben unberücksichtigt. Das ver-

bliebene Gen-Set enthielt demnach 187 Gene, 38 Matrices, 345 Promotoren und 125 

Moleküle. Die Gene wurden mit Hilfe der BKL Datenbank klassifiziert. Die manuell 

gepflegte Datenbank basiert auf den Terms der entsprechenden Gene Ontology Hie-

rarchie. Weitere Informationen hierzu finden sich in Kapitel vier des Benutzerhand-

buchs unter 

http://explain30.biobase.de/biobase/ExPlain_3.0/doc/FAinterface.html#user-function-

interface. 

Die Ergebnisse der mit ExPlain 92 durchgeführten funktionellen Analyse ähneln de-

nen der funktionellen Annotierung mit DAVID. Am stärksten überrepräsentiert ist er-

neut die Gruppe „Abwehrantwort“ (Defense Response) mit einem p-Wert von 

1.90407e-15. 

GO Ken-

nung 
GO Term 

Trefferzahl in 

der Gruppe 

Größe der 

Gruppe 

erwartete 

Trefferzahl 
p-Wert 

GO:0006952 Abwehrantwort 47 1182 13 1,9041E-15 

GO:0006954 Entzündungsantwort 33 718 8 1,3165E-12 

GO:0002376 Immunsystem-Prozess 55 1892 21 2,2324E-12 

GO:0009611 

Antwort auf Verwun-

dung 40 1078 12 3,482E-12 

GO:0006955 Immunantwort 42 1208 14 7,3477E-12 

GO:0009605 

Antwort auf externen 

Stimulus 47 1620 18 1,659E-10 

GO:0006950 Stressantwort 67 2926 32 2,0017E-10 

GO:0051707 

Antwort auf anderen 

Organismus 34 964 11 7,5418E-10 

GO:0050896 Antwort auf Stimulus 96 5306 58 1,2106E-09 

GO:0040017 

Positive Regulation von 

Bewegung 10 66 1 2,09754E-09 

http://explain30.biobase.de/biobase/ExPlain_3.0/doc/FAinterface.html#user-function-interface
http://explain30.biobase.de/biobase/ExPlain_3.0/doc/FAinterface.html#user-function-interface
http://amigo.geneontology.org/cgi-bin/amigo/go.cgi?view=details&search_constraint=terms&depth=0&query=GO:0006952
http://amigo.geneontology.org/cgi-bin/amigo/go.cgi?view=details&search_constraint=terms&depth=0&query=GO:0006954
http://amigo.geneontology.org/cgi-bin/amigo/go.cgi?view=details&search_constraint=terms&depth=0&query=GO:0002376
http://amigo.geneontology.org/cgi-bin/amigo/go.cgi?view=details&search_constraint=terms&depth=0&query=GO:0009611
http://amigo.geneontology.org/cgi-bin/amigo/go.cgi?view=details&search_constraint=terms&depth=0&query=GO:0006955
http://amigo.geneontology.org/cgi-bin/amigo/go.cgi?view=details&search_constraint=terms&depth=0&query=GO:0009605
http://amigo.geneontology.org/cgi-bin/amigo/go.cgi?view=details&search_constraint=terms&depth=0&query=GO:0006950
http://amigo.geneontology.org/cgi-bin/amigo/go.cgi?view=details&search_constraint=terms&depth=0&query=GO:0051707
http://amigo.geneontology.org/cgi-bin/amigo/go.cgi?view=details&search_constraint=terms&depth=0&query=GO:0050896
http://amigo.geneontology.org/cgi-bin/amigo/go.cgi?view=details&search_constraint=terms&depth=0&query=GO:0040017
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Tabelle 10: Die Tabelle zeigt die Top Ten der am stärksten überrepräsentierten Gruppen. An erster 

Stelle steht erneut die Gruppe „Abwehrantwort“ (Defense Response). 

3.3.2.8 Schwerpunkte der Analyse 

Bei der Untersuchung der signifikant differenziell regulierten Gene mit STRIPE, 

DAVID, Pathway Explorer, Ingenuity Pathways Analysis und BioBase ExPlain konn-

ten verschiedene biologische Schwerpunkte identifiziert werden, die in der Pathoge-

nese der konnatalen Infektion eine besondere Rolle zu spielen scheinen. Auf diese 

soll im Folgenden eingegangen werden. 

3.3.2.8.1 Neutrophile Granulozyten 

Mit DAVID ließ sich eine deutliche Überrepräsentation von Genen nachweisen, die 

im direkten Zusammenhang mit einer Abwehrreaktion des Organismus stehen (siehe 

Tabelle 2): In der Gruppe der erkrankten Kinder zeigte sich eine signifikant vermehrte 

Expression insbesondere solcher Gene, die mit der Migration, Chemotaxis, Aktivie-

rung und Degranulierung neutrophiler Granulozyten assoziiert sind. Hierzu zählen 

neben den Calgranulinen A, B und C weitere Gene wie Myeloperoxidase, 

Lactotransferrin, Neutrophil cytosolic factor 2, Peptidoglycan recognition protein 1 

oder Interleukin 8. Gene, die an Prozessen wie Chemotaxis, der Prozessierung und 

Präsentation von Antigenen oder der Reparation von DNA-Schäden beteiligt sind, 

wurden in der Gruppe der Kinder mit neonataler Sepsis ebenfalls signifikant höher 

exprimiert. 

3.3.2.8.1.1 Calgranuline 

Alle drei der mit DAVID identifizierten Calgranuline, Calgranulin A (FC: 2,07; FDR: 

0,00066), B (FC: 2,14; FDR: 0,00112) und C (FC: 2,42; FDR: 0,00003), werden in 

der Gruppe der Kinder mit konnataler Infektion signifikant vermehrt exprimiert: die 

FCs der drei Gene liegen jeweils über 2, die FDRs unter 0,01. 

Calgranuline sind mit Myelozyten assoziierte Calcium bindende Proteine. Sie werden 

in neutrophilen Granulozyten und Monozyten auf hohem Niveau exprimiert und gehö-

ren der S100 Familie an 93. Calgranulin A und B bilden gemeinsam ein unter dem 

Namen Calprotectin bekanntes Heterodimer 90. Das von Neutrophilen sezernierte 

Calprotectin (siehe Abbildung 21) ist ein wichtiger proinflammatorischer Mediator in 
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akuten und chronischen Entzündungsreaktionen. Calgranulin C, auch bekannt unter 

den Namen S100A12 oder ENRAGE (extracellular newly identified RAGE-binding 

protein) 94, ist ein von aktiven neutrophilen Granulozyten sezernierter 

Chemoattraktor. Es induziert die Mobilisierung Neutrophiler aus dem Knochenmark 

und fördert ihre Migration in entzündetes Gewebe 95. Die Rezeptoren für einige Mit-

glieder der S100-ähnlichen Proteine werden als RAGE (Receptor for advanced 

glycosylation end products) bezeichnet. 

3.3.2.8.1.2 Mit neutrophilen Granulozyten assoziierte Gene 

In der Kategorie „Defense Response“ waren insgesamt acht Gene enthalten, die di-

rekt mit neutrophilen Granulozyten assoziiert sind: Sechs dieser acht Gene – CEBPB 

(FC: 2,35; FDR: 0,00044), Neutrophil cytosolic factor 2 (FC: 2,08; FDR: 0,00428), 

Myeloperoxidase (FC: 2,24; FDR: 0.00013), Lactotransferrin (FC: 2,82; FDR: 

0,00000), Formyl peptide receptor 1 (FC: 2,26; FDR: 0,00018) und Peptidoglycan 

recognition protein 1 (FC: 2,42; FDR: 0,00012) – werden mit einem Fold Change > 2 

und einer False Discovery Rate < 0,01 signifikant höher exprimiert. Die übrigen zwei 

– Azurocidin1 (FC: 1,57; FDR: 0,00126) und Interleukin 8 (FC: 1,19; FDR: 0,00283) – 

weisen ebenfalls eine signifikant vermehrte Expression auf (FDR jeweils < 0,01), die 

jedoch weniger stark ausgeprägt ist. Nicht alle der signifikant differenziell regulierten 

und mit neutrophilen Granulozyten assoziierten Gene werden in der Kategorie „De-

fense Response“ aufgeführt. Neben den bereits genannten Genen werden auch 

Grancalcin, Serpin B1 und CD177 in der Gruppe der erkrankten Kinder signifikant 

vermehrt exprimiert. 
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Abbildung 21: Ein neutrophiler Granulozyt mit verschiedenen antimikrobiellen Molekülen und ihren 

jeweiligen Ursprungskompartimenten 
96

. 

 

CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP), β (CEBPB) ist ein Transkriptionsfaktor, 

der die Expression verschiedener Proteine, die im Zusammenhang mit wichtigen 

Funktionen von Makrophagen oder Neutrophilen stehen, reguliert: Lysozym, Myelo-

peroxidase, neutrophile Elastase, CSF3 / G-CSF (Granulozyten-Kolonie stimulieren-

der Faktor) sowie verschiedene Rezeptoren 97 - 102. Für weitere Informationen siehe 

auch Tabelle 8. Azurocidin (AZU1) ist ein antimikrobiell wirksames Protein in den 

azurophilen Granula neutrophiler Granulozyten (siehe Abbildung 21), das ebenso wie 

die neutrophile Elastase, die Protease 3 und Cathepsin G zur Familie der 

Serprocidine gezählt wird. AZU1 ist ein wichtiger multifunktioneller Entzündungsme-

diator: es reguliert die Migration und Differenzierung von Monozyten und verfügt da-

rüber hinaus über eine starke antibiotische Aktivität gegen gramnegative Bakterien 

103. Neutrophil cytosolic factor 2 (NCF2) ist eine Untereinheit der aus mehreren Prote-

inen bestehenden NADPH Oxidase in neutrophilen Granulozyten. Es erzeugt den so 

genannten superoxidativen Burst. Das hierbei entstehende Hyperoxid-Anion (O2
-) 

bildet die Grundlage unterschiedlicher antimikrobiell wirksamer Verbindungen 96. 

Myeloperoxidase (MPO) ist ein in den azurophilen Granula neutrophiler Granulozyten 

enthaltenes Enzym. Es wandelt das relativ harmlose Wasserstoffperoxid (H2O2) in 

andere, schlagkräftigere Antiseptika um: hypobromige Säure (HOBr), hypoiodige 

Säure (HOI), hypochlorige Säure (HOCl) und Chloramine 96. MPO ist vermutlich an 

der Pathogenese chronischer Lungenerkrankungen bei Frühgeborenen mit RDS be-

teiligt 104. Lactotransferrin (LTF) ist ein in den sekundären oder spezifischen Granula 

neutrophiler Granulozyten gespeichertes Eisen bindendes Protein 105, das zu den 

Transferrinen gerechnet wird. Es wirkt antimikrobiell und antiinflammatorisch und hat 

daneben eine Vielzahl weiterer Funktionen. Formyl peptide receptor 1 (FPR1) ist ein 

G Protein-gekoppelter Rezeptor auf der Oberfläche von Makrophagen und neutrophi-

len Granulozyten. Es hat eine hohe Affinität zu den chemotaktisch stark wirksamen 

bakteriellen Formyl-Peptiden und vermittelt Chemotaxis, Degranulation und Hyper-

oxid-Produktion 106, 107. Das in den tertiären Granula neutrophiler Granulozyten ge-

speicherte Peptidoglycan recognition protein 1 (PGLYRP1) gehört einer neuen Fami-

lie von Pattern recognition molecules (PRMs) an 108. Es bindet an Peptidoglykane in 

der Zellwand grampositiver Bakterien 109, interagiert mit Toll-like Rezeptor 2 110 und 
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wirkt direkt antibakteriell. Interleukin 8 (IL-8) / CXCL8 ist ein Chemokin der CXC Fa-

milie, das von Makrophagen und anderen Zellen sezerniert wird und auch unter dem 

Namen Neutrophil chemotactic factor bekannt ist. Es ist ein bedeutender Mediator 

der angeborenen Immunantwort; seine primäre Aufgabe besteht in der Rekrutierung 

und Aktivierung neutrophiler Granulozyten. Interleukin 8 fördert die vermehrte Ex-

pression von Adhäsionsmolekülen auf der Zelloberfläche, die Freisetzung von Sau-

erstoffradikalen und die Phagozytose. Grancalcin (FC:2,79; FDR:0) ist ein speziell in 

neutrophilen Granulozyten und Makrophagen exprimiertes Calcium bindendes Prote-

in, über dessen Funktion bisher wenig bekannt ist 111. Serin Protease Inhibitor 1 

(Serpin B1) ist ein im Cytosol neutrophiler Granulozyten lokalisierter Inhibitor 

neutrophiler Elastasen. Durch die Regulation von neutrophiler Elastase, Cathepsin G 

und weiteren Proteasen wirkt es protektiv und verringert so möglicherweise zum Bei-

spiel die Entwicklung einer bronchopulmonalen Dysplasie 112, 113. Serpin B1 weist 

einen FC von 2,27 und eine FDR von 0,0017 auf. CD177 (FC:3,49; FDR:0) ist ein 

ausschließlich auf der Oberfläche neutrophiler Granulozyten sowie unreifer Vorläu-

ferzellen exprimiertes Glykoprotein. Als heterophiler Bindungspartner von PECAM-1 

trägt es zur Interaktion zwischen Neutrophilen und Endothelzellen bei und somit zur 

Transmigration neutrophiler Granulozyten 114, 115. 

3.3.2.8.1.3 Mit Chemotaxis assoziierte Gene 

Mit DAVID konnten fünf Gene identifiziert werden, die im direkten Zusammenhang 

mit Chemotaxis stehen: LTA4H (FC: 2,34; FDR: 0,00270), CXCR4 (FC: 1,69; FDR: 

0,02170), AZU1 (FC: 1,57; FDR: 0,00126) und IL8 (FC: 1,19; FDR: 0,00283), weisen 

eine signifikant vermehrte Expression auf. Lediglich CCL4 (FC: -2,01; FDR: 0,01493) 

wird in der Gruppe der erkrankten Kinder vermindert exprimiert. 

Leukotriene A4 hydrolase (LTA4H) ist ein ubiquitär exprimiertes bifunktionales En-

zym, das die Reaktion von Leukotrien A4 zu Leukotrien B4 katalysiert 116. Leukotrien 

B4 wirkt stark chemotaktisch auf neutrophile Granulozyten und trägt zur Entwicklung 

des systemischen Schocks bei 117 - 120. Chemokine (C-X-C motif) receptor 4 (CXCR4) 

ist ein Chemokinrezeptor für CXCL12, auch bekannt als Stromal cell-derived factor 1 

(SDF1). Die Interaktion zwischen SDF1 mit CXCR4 trägt einerseits zur Retention 

neutrophiler Granulozyten im Knochenmark bei 121, 122; andererseits spielt sie wäh-

rend der späten Phase einer Entzündung eine wichtige Rolle in der Rekrutierung 

neutrophiler Granulozyten 123. Azurocidin (AZU1) reguliert die Migration und Differen-
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zierung von Monozyten. Für weitere Informationen siehe 3.3.2.8.1.2 „Mit neutrophilen 

Granulozyten assoziierte Gene“. Interleukin 8 (IL8) ist ein bedeutender Mediator der 

angeborenen Immunantwort; seine primäre Aufgabe besteht in der Rekrutierung und 

Aktivierung neutrophiler Granulozyten. Weitere Informationen zu IL8 sind unter 

3.3.2.8.1.2 „Mit neutrophilen Granulozyten assoziierte Gene“ zu finden. Chemokine 

(C-C motif) ligand 4 (CCL4) ist ein potenter Chemoattraktor und zugleich ein natürli-

cher Ligand für den Corezeptor CCR5 (Chemokine receptor 5) des HI Virus (HIV1). 

Es wird von Makrophagen, natürlichen Killerzellen, Fibroblasten, Mastzellen und T 

Zellen produziert 124. In der Kategorie „Defense Response“ nicht enthalten, aber in 

diesem Zusammenhang ebenfalls zu erwähnen ist Heme binding protein 1 (HEBP1). 

HEBP1 ist ein Chemoattraktor, der über die Bindung an Formyl peptide receptor-like 

receptor 2 (FPRL2) zur Chemotaxis von Monozyten und dendritischen Zellen beiträgt 

125, 126. HEBP1 (FC: 3,13; FDR: 0) wird signifikant vermehrt exprimiert. 

3.3.2.8.1.4 Prozessierung und Präsentation von Antigenen 

Vier Gene der Kategorie „Response to stimulus“ sind mit der Prozessierung und Prä-

sentation von Antigenen assoziiert: IFNGR2 (FC: 1,88; FDR: 0,00439) sowie CTSS 

(FC: 1,76; FDR: 0,01898) haben einen aktivierenden Einfluss, LILRB3 (FC: 1,63; 

FDR: 0,04691) und IL10 (FC: 1,71; FDR: 0,02171) hingegen wirken inhibierend. Alle 

vier Gene weisen eine signifikant vermehrte Expression auf. 

Interferon γ Rezeptor 2 (IFNGR2) ist eine Untereinheit des aus jeweils 2 IFNGR1- 

und IFNGR2-Ketten zusammengesetzten Interferon γ Rezeptors 127. Da IFNGR1 im 

Überschuss vorhanden ist, limitiert die Expression des streng regulierten IFNGR2 die 

Empfindlichkeit für IFN γ. Das ursprünglich als Macrophage-activating factor be-

zeichnete IFN γ zählt zu den bedeutendsten Zytokinen sowohl der angeborenen als 

auch der erworbenen Immunantwort. Es wirkt stimulierend auf Makrophagen, indu-

ziert direkte antimikrobielle Mechanismen und fördert die Prozessierung und Präsen-

tierung von Antigenen 127. Zusätzlich nimmt IFN γ wesentlichen Einfluss auf die At-

traktion, Reifung und Differenzierung vieler verschiedener Zellen 128, 129; es steigert 

die Aktivität natürlicher Killerzellen und reguliert die Immunglobulinproduktion und 

den Klassen-Switch von B Zellen 130. Cathepsin S (CTSS) ist eine überwiegend in 

professionellen Antigen präsentierenden Zellen exprimierte Cystein Protease. Es 

spielt eine essentielle Rolle in der Degradation der invarianten Peptidkette von MHC 

II Molekülen und wird zum Beispiel in B Zellen und dendritischen Zellen für eine ef-
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fektive Prozessierung und Präsentierung von Antigenen benötigt 131, 132. Seine Aktivi-

tät wird durch IFN γ verstärkt 133. Leukocyte immunoglobulin-like receptor, subfamily 

B, member 3 (LILRB3) ist ein auf verschiedenen Immunzellen exprimierter inhibie-

render Rezeptor. Bei der Bindung an MHC I Moleküle auf der Oberfläche Antigen 

präsentierender Zellen verhindert es eine intrazelluläre Aktivierung und wirkt so 

antiinflammatorisch 134 - 136. Interleukin 10 (IL10) ist ein antiinflammatorisch wirksa-

mes Cytokin und als solches ein entscheidender Regulator der Immunantwort. Es 

inhibiert die Expression von MHC II und costimulierenden Molekülen auf der Oberflä-

che von Monozyten und Makrophagen, limitiert die Produktion proinflammatorischer 

Cytokine und Chemokine und reguliert die Aktivität von T Zellen und natürlichen Kil-

lerzellen. IL10 wird von Makrophagen, dendritischen Zellen, B Zellen sowie Unter-

gruppen von T Zellen produziert 137. 

3.3.2.8.1.5 DNA-Schädigung 

In der Gruppe „Response to stimulus“ finden sich zwei Gene, die an der Reparatur 

von DNA beteiligt sind, DDB1 (FC: 2,05; FDR: 0,00595) und RAD23A (FC: 1,75; 

FDR: 0,03203). Beide weisen eine signifikant höhere Expression auf. 

Damage-specific DNA binding protein 1 (DDB1) bindet an geschädigte DNA und trägt 

zur Reparatur via Nucleotidexcision bei 138. RAD23A ist ein Homolog von 

Saccharomyces cerevisiae Rad 23, das an der DNA-Reparatur via Nucleotidexzision 

beteiligt ist; wahrscheinlich spielt es eine Rolle in der Erkennung von DNA-Schäden 

139. 

Darüber hinaus inhibiert RAD23A offensichtlich p300 und kontrolliert auf diese Weise 

die Transkription unterschiedlicher proinflammatorisch wirksamer Proteine (siehe 

Abbildung 22). 
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Abbildung 22: Die Abbildung verbindet die beiden von MEKK1 und RAD23A ausgehenden Netzwerke 

miteinander. Die Abbildung wurde mit BioBase ExPlain 3.0 generiert und modifiziert: irrelevante Mole-

küle wurden entfernt, relevante Moleküle wurden hinzugefügt. Die grünen Quadrate stehen für Aktivie-

rung, rote für Inhibierung, gelbe für einen anderen Effekt. NF-IL6-1 und NF-IL6-3 entsprechen dem 

Transkriptionsfaktor CCAAT/enhancer binding protein, β (CEBPB). Eine Darstellung der Expressions-

werte war leider nicht möglich. Anbei die Werte der signifikant differenziell exprimierten Transkriptions-

faktoren: RAD23A (FC: 1,75; FDR: 0,03), CBP (FC: -1,95; FDR: 0,02); C/EBP, α (FC: 2,10; FDR: 

0,00); NF-IL6-1 / NF-IL6-3 (FC: 2,34; FDR: 0,00). Signifikant vermehrt exprimiert werden BCL6, 

S100A9, IL8, MPO, LTF, CTSS, CXCR4 sowie NCF2; nur GNLY weist eine signifikant verminderte 

Expression auf. Die Abbildung zeigt unter anderem wie RAD23A die Expression unterschiedlicher, 

weiter stromabwärts gelegener Zielgene kontrolliert. 

 

3.3.2.8.1.6 Neutrophile Granulozyten - Zusammenfassende Darstellung 

Die Mehrexprexpression von Genen, die mit der Funktion neutrophiler Granulozyten, 

Chemotaxis, Antigenprozessierung- und präsentation und DNA-Schädigung assozi-

iert sind, weist auf eine Hyperinflammation in Frühgeborenen mit konnataler Infektion 

hin. 

Die simultane Mehrexpression der drei Calgranuline kann als Ausdruck einer erhöh-

ten Aktivität von neutrophilen Granulozyten und Monozyten interpretiert werden. Sie 

weist darauf hin, dass die Kinder, bei denen im weiteren Verlauf die Diagnose einer 

konnatalen Infektion gestellt wurde, bereits zum Zeitpunkt der Geburt von einer stär-

keren Proinflammation betroffen waren.  

Die chromosomale Nachbarschaft der drei Calgranuline sowie verschiedener weite-

rer signifikant vermehrt exprimierter Gene (siehe Abbildung 10) legt zudem nahe, 

dass der beschriebenen Mehrexpression eine übergeordnete Regulation zu Grunde 

liegt. Hierfür spricht nicht zuletzt die erhöhte Expression des Transkriptionsfaktors 

CEBPB. Die Annahme, dass die beobachtete Mehrexpression Folge übergeordneter 

Regulationsprozesse ist, wird darüber hinaus durch die Ergebnisse der einfachen 

Promotorenanalyse mit BioBase ExPlain unterstützt; sie zeigen neben der Mehrex-

pression des Transkriptionsfaktors CEBPB eine Überrepräsentation der passenden 

Transkriptionsfaktorbindungsstellen (siehe 3.3.2.7.1). Die vermehrte Expression ver-

schiedener weiterer, zum Teil sehr spezifischer Gene weist auf eine insgesamt er-

höhte Aktivität neutrophiler Granulozyten hin. Die gemessenen Unterschiede in der 

Genexpression lassen deshalb darauf schließen, dass sich die Gruppe der Patienten 
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mit konnataler Infektion bereits wenige Minuten postnatal durch eine stärkere Antwort 

der angeborenen Immunität auszeichnete.  

Die erhöhte Aktivität insbesondere neutrophiler Granulozyten spiegelt sich in der 

Analyse mit Pathway Explorer ebenso wider wie die allgemeine Überrepräsentation 

von Genen, die mit einer Abwehrreaktion des Organismus assoziiert sind: die Rang-

liste relevanter Pathways beispielsweise wird von dem GenMapp Pathway „Angebo-

rene Immunantwort“ (Innate immune response) angeführt. Zu den im Pathway ent-

haltenen Genen zählen unter anderem die erwähnten Calgranuline A und C, Inter-

leukin 8, PGLYRP1, Azurocidin 1, FPR1 oder CEBPB (siehe Tabelle 5). Die Mehrex-

pression Neutrophilen-spezifischer Gene lässt sich mit Ingenuity Pathways Analysis 

gut visualisieren (siehe Abbildung  23): anhand des weiter unten abgebildeten Netz-

werks lassen sich die engen Zusammenhänge zwischen der Migration neutrophiler 

Granulozyten, dem Respiratory Burst als einer Form der antibakteriellen Antwort so-

wie der Chemotaxis von Monozyten und der Aktivierung von Makrophagen nachvoll-

ziehen. 
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Abbildung 23: Dargestellt sind verschiedene signifikant differenziell regulierte Gene und die ihnen 

übergeordneten biologischen Prozesse „Respiratory Burst“, „Migration von Neutrophilen“, „Chemotaxis 

von Monozyten“, „Aktivierung von Makrophagen“, „Antibakterielle Antwort des Organismus“. Deutlich 

wird, dass IL8 zahlreiche der differenziell regulierten Gene beeinflusst. IL8 selbst wird hingegen durch 

den unter 3.3.2.8.1.2 „Mit neutrophilen Granulozyten assoziierte Gene“ beschriebenen Transkriptions-

faktor CEBPB beeinflusst. Signifikant differenziell regulierte Gene sind rot hinterlegt, nicht gemessene 

Gene weiß. Das abgebildete S100A8 entspricht Calgranulin A, S100A9 entspricht Calgranulin B, 

S100A12 entspricht Calgranulin C. 

 

Für eine stärkere Antwort der angeborenen Immunität spricht neben der erhöhten 

Expression der drei Calgranuline und verschiedener neutrophilenspezifischer Gene 
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auch die insgesamt vermehrte Expression von Genen, die im Zusammenhang mit 

Chemotaxis stehen: Leukotrien A4 Hydrolase beispielsweise fördert durch die Syn-

these von Leukotrien B4  die Chemotaxis neutrophiler Granulozyten, an deren Rekru-

tierung auch CXCR4 beteiligt ist. Das von eingewanderten Neutrophilen sezernierte 

Azurocidin 1 reguliert wiederum die Migration und Differenzierung von Monozyten. 

Die erhöhten Expressionwerte von Cathepsin S und Interferon γ Rezeptor 2 können  

als Hinweis auf eine gesteigerte Prozessierung und Präsentation von Antigenen ver-

standen werden; die weiter oben ausführlicher beschriebene Cystein Protease 

Cathepsin S spielt eine wesentliche Rolle in der Beladung von MHC II Molekülen; 

ihre Aktivität wird durch Interferon γ zusätzlich verstärkt. IFNG2R, ebenfalls vermehrt 

exprimiert, reguliert die Empfindlichkeit des aus zwei Untereinheiten bestehenden 

Interferon γ Rezeptors für Interferon γ – und fördert über eine Aktivierung von 

Cathepsin S die Prozessierung und Präsentation von Antigenen durch professionelle 

Antigen präsentierende Zellen. 

Auch die Folgen der verstärkten Inflammation – die Schädigung von Zellen und ge-

netischer Information – scheinen sich bereits zu diesem frühen Zeitpunkt auf Genex-

pressionsebene widerzuspiegeln: DDB1 und RAD23A, beides Gene, die im Zusam-

menhang mit DNA-Reparatur stehen, werden in der Gruppe der Kinder mit 

konnataler Infektion signifikant vermehrt exprimiert. 

3.3.2.8.2 Natürliche Killerzellen 

Ein auffallend hoher Anteil der Gene, die mit Hilfe von DAVID der am stärksten über-

repräsentierten GO Kategorie „Abwehrantwort“ (Defense response) zugeordnet wer-

den konnten, steht im direkten Zusammenhang mit natürlichen Killerzellen. Da NK 

Zellen anders als neutrophile Granulozyten nur einen sehr geringen Anteil der im Blut 

zirkulierenden Leukozyten ausmachen, ist dies umso bemerkenswerter. Die ver-

schiedenen Gene, Killer cell lectin-like receptor 2 (KLRC2) (FC: -1,64; FDR: 

0,02950), C-Type lectin domain family 1, member B (FC: -1,70; FDR: 0,03649), 

Granulysin (FC: -2,48; FDR: 0,00090), GATA binding protein 3 (FC: -1,84; FDR: 

0,04270) und CX3CR1 (FC: -2,22; FDR: 0,00492), zeichnen sich dabei ausnahmslos 

– und zwar unabhängig von ihrer jeweiligen Funktion – durch eine signifikant niedri-

gere Expression aus. Auch KLRD1 (Killer cell lectin-like receptor subfamily D, mem-

ber 1) (FC: 1,83; FDR: 0,05329) und KLRB1 (Killer cell lectin-like receptor subfamily 

B, member 1) (FC: -1,74; FDR: 0,06857), deren False Discovery Rate jeweils nur 
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geringfügig oberhalb des Thresholds von 0,05 liegt, werden in der Gruppe der Kinder 

mit konnataler Infektion vermindert exprimiert. 

Killer cell lectin-like receptor 2 (KLRC2) bildet zusammen mit CD94 einen aktivieren-

den Rezeptor auf der Oberfläche natürlicher Killerzellen sowie einer Untergruppe von 

T Zellen. Der HLA-E bindende Heterodimer assoziiert mit dem Adapterprotein DAP12 

und vermittelt so neben der Degranulierung die Transkription verschiedener Cytokine 

und Chemokine 140. Granulysin ist ein antimikrobiell wirksames zytolytisches Molekül 

in den Granula von NK Zellen und zytotoxischen T Zellen. Es wird in aktivierten Zel-

len vermehrt exprimiert und als potentieller Marker für die Aktivität von NK Zellen und 

zytotoxischen T Zellen gehandelt 141, 142. In Zielzellen fördert Granulysin die Freiset-

zung von Cytochrom C und wirkt auf diese Weise proapoptotisch 143, 144. C-Type 

lectin domain family 1, member B (CLEC1B) wird als C-type lectin zu den Pattern 

Recognition Receptors (PRRs) gezählt, denen auch die bekannteren Toll-like Rezep-

toren (TLRs) angehören 145. C-type lectins finden sich auf der Oberfläche von NK 

Zellen und Myelozyten. In NK Zellen kontrollieren sie durch die Erkennung von MHC 

Klasse I Molekülen den Grad der Aktivität; in Myelozyten besitzen sie zusätzliche 

Funktionen und beeinflussen unter anderem die Interaktion mit NK Zellen 146, 147. 

GATA binding protein 3 ist ein überwiegend in T Zellen und natürlichen Killerzellen 

exprimierter Transkriptionsfaktor, der eine bedeutende Rolle in der frühen Phase der 

NK Zell-Entwicklung spielt. Seine Aktivität ist entscheidend für den Erwerb einer po-

tenten IFN-γ Produktion und die Diversifizierung des Rezeptor-Repertoires. GATA 

binding protein 3 wird zudem für eine effektive NK Zell-Antwort gegen Viren oder in-

trazelluläre Bakterien wie zum Beispiel Listeria monocytogenes benötigt 148, 149. 

Chemokine (C-X3-C motif) receptor 1 (CX3CR1) ist ein Rezeptor auf der Oberfläche 

von natürlichen Killerzellen und Monozyten. Seine Expression ist in ruhenden CD16+ 

NK Zellen hoch, in ruhenden CD56- NK Zellen niedrig 150. Sie wird durch Interleukin 

15 spezifisch reprimiert, durch IL2 erhöht 151. KLRD1 (Killer cell lectin-like receptor 

subfamily D, member 1), auch bekannt unter dem Namen CD94, bildet zusammen 

mit KLRC2 einen aktivierenden Rezeptor auf der Oberfläche Natürlicher Killerzellen 

140. Für mehr weitere Informationen siehe weiter oben unter „KLRC2“. KLRB1 (Killer 

cell lectin-like receptor subfamily B, member 1) ist ein Rezeptor auf der Oberfläche 

von natürlichen Killerzellen und einer Untergruppe von T Zellen 152. Sein Ligand ist 

das auf der Oberfläche von aktivierten dendritischen Zellen, Makrophagen und B Zel-

len exprimierte CLEC2D (FC: -1,56; FDR: 0,12516). Die Interaktion mit CLEC2D führt 
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zu einer Inhibierung der NK Zell-vermittelten Zytotoxizität und Zytokin-Produktion und 

reguliert auf diese Weise die Wechselwirkung zwischen NK Zellen und professionel-

len APCs 153. 

3.3.2.8.2.1 Natürliche Killerzellen - Zusammenfassende Darstellung 

Sämtliche der aufgeführten NK Zell-spezifischen Gene weisen, unabhängig von ihrer 

jeweiligen Funktion, eine geringere Expression auf; fünf der sieben Gene werden 

signifikant vermindert exprimiert. Obwohl die geringere Expression des Transkripti-

onsfaktors GATA binding protein 3 auf eine fehlerhafte zelluläre Entwicklung schlie-

ßen lässt, bleibt unklar, ob die Ursache der Minderexpression NK Zell-spezifischer 

Gene tatsächlich eine ausgeprägtere Unreife von NK Zellen ist, oder eine Depletion, 

eine Reduktion der absoluten Zahl natürlicher Killerzellen in der Gruppe der Kinder 

mit konnataler Infektion. Der bereits wenige Minuten nach Geburt zu beobachtende 

Unterschied in der Genexpression der beiden Gruppen deutet jedoch unabhängig 

hiervon auf eine insgesamt beeinträchtigte Funktion natürlicher Killerzellen hin. Die 

möglichen Konsequenzen dieses Defizites werden unter 4.2.2.6.2 „Natürliche Killer-

zellen“ diskutiert. 

Besonders deutlich zeigt sich die verminderte Expression der verschiedenen NK Zell-

spezifischen Gene in dem abgebildeten Netzwerk, das mit Ingenuity Pathways Ana-

lysis erstellt wurde (siehe Abbildung 24). 
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Abbildung 24: Dargestellt sind verschiedene signifikant differenziell regulierte Gene und die ihnen 

übergeordneten biologischen Prozesse „Erkennung durch natürliche Killerzellen“, „Aktivierung natürli-

cher Killerzellen“, „Chemotaxis von natürlichen Killerzellen“. Vermindert regulierte Gene sind grün 

hinterlegt: die Abbildung zeigt somit eindrücklich die durchgehend verminderte Expression von Genen, 

die im Zusammenhang mit der Funktion natürlicher Killerzellen stehen. Der Einfluss GATA3s auf die 

Transkription der verschiedenen Gene ließ sich mit Ingenuity leider nicht darstellen. 

 

3.3.2.8.3 Kohlenhydratstoffwechsel 

Mit Pathway Explorer wurden deutliche Unterschiede in der Expression von unmittel-

bar an der Glykolyse beteiligten Enzymen detektiert. In der Gruppe der Kinder mit 

konnataler Infektion wiesen drei von zehn Genen im Glykolyse Pathway von Biocarta 

eine signifikant vermehrte Expression auf: Hexokinase1 (FC: 2,43; FDR: 0,00027), 

Glukose-6-phosphat-Isomerase (FC: 2,42; FDR: 0,00096) und Phosphoglycerat-

kinase 1 (FC: 4,16; FDR: 0,00000). Vier weitere, im Pathway nicht enthaltene Enzy-

me werden ebenfalls vermehrt exprimiert: Phosphofruktokinase 2 / Fruktose-2,6-

Bisphosphatase 3 (PFKFB3 / PFK2) (FC: 2,00; FDR: 0,02148), Laktatdehydrogenase 

A (FC: 1,95; FDR: 0,01777), Dihydrolipoamiddehydrogenase (FC: 2,36; FDR: 

0,00123) und Glycogenin 1 (FC: 3,29; FDR: 0) zeigen eine signifikant höhere Ex-

pression. 
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Abbildung 25: Im Glykolyse-Pathway von BioCarta sind die Hexokinase 1, die Glukose-6-phosphat-

Isomerase sowie die Phosphoglyceratkinase dargestellt. Die erste Hälfte des farbigen Balkens gibt 

den Fold Change, die zweite Hälfte die False Discovery Rate an. Die Legende ist oberhalb des 

Pathways abgebildet. 

Die Regulation des Kohlenhydratstoffwechsels spiegelt sich auch in der Analyse mit 

Ingenuity Pathways Analysis wider: In der Rangliste der kanonischen Signalwege 
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(„Top Canonical Pathways“) wird der Pathway „Glykolyse / Glukoneogenese“ mit ei-

nem p-Wert von 5,82E-04 an erster Stelle aufgeführt (siehe Abbildung 19 unter 

3.3.2.6.3 „Top Canonical Pathways“). Gegenüber den mit Pathway Explorer unter-

suchten Pathways enthält er keine wesentlichen zusätzlichen Informationen (siehe 

3.3.2.5 „Visualisierung in aktuell verfügbaren Pathways“): Die PFKFB3 bleibt erneut 

unerwähnt, neu hinzu kommt Aldehyde dehydrogenase 1 family, member A1  

(ALDH1A1), ein Enzym, das am Alkohol-Stoffwechsel beteiligt ist. 

Hexokinase 1 (HK1) ist das erste von insgesamt drei Schlüsselenzymen der Glykoly-

se. Es katalysiert die Reaktion von Glukose zu Glukose-6-Phosphat und soll darüber 

hinaus antiapoptotische Eigenschaften besitzen 154. Die Glukose-6-phosphat-

Isomerase (GPI) ist ein an der ersten Phase der Glykolyse beteiligtes,  cytoplasmati-

sches Enzym, das die reversible Umwandlung von Glukose-6-Phosphat in Fruktose-

6-Phosphat katalysiert. Extrazellulär wirkt es zytokin, indem es  die Motilität verschie-

dener Zellen stimuliert. GPI wird unter Hypoxie vermehrt exprimiert und durch HIF1α 

kontrolliert 155 - 157. Die Phosphoglyceratkinase 1 (PGK1) ist ein Enzym der Glykolyse. 

Es katalysiert die Reaktion von 1,3-Bisphosphoglycerat zu 3-Phosphoglycerat. Pro 

Molekül Glukose werden hierbei 2 ATP gewonnen 158. Seine Expression wird durch 

HIF1α induziert 159. Die Phosphofruktokinase 2 / Fruktose-2,6-Bisphosphatase 3 

(PFKFB3 / PFK2) ist ein bifunktionales Enzym. Durch Bildung und Abbau von Fruk-

tose-2,6-Bisphosphat nimmt es wesentlichen Einfluss auf die Geschwindigkeit der 

Glykolyse: die N-terminale Hälfte wirkt als Kinase und phosphoryliert Fruktose-6-

Phosphat zu Fruktose-2,6-Bisphosphat, während die C-terminale Hälfte als 

Bisphosphatase arbeitet. Fruktose-2,6-Bisphosphat ist ein starker allosterischer Sti-

mulator der Phosphofruktokinase 1, des wichtigsten von drei Schlüsselenzymen der 

Glykolyse 160. Die Expression von PFKFB3 wird durch Hypoxie induziert 161, 162. Die 

Laktatdehydrogenase A (LDHA) codiert für die M-Untereinheit der aus jeweils vier 

Untereinheiten zusammengesetzten Laktatdehydrogenase. Sie ist in den 

Isoenzymen der Laktatdehydrogenase in Leber und quer gestreifter Muskulatur, Nie-

ren, Lunge und retikuloendothelialem System enthalten. Die aus vier M-

Untereinheiten bestehende LDH-5 ist auf die Reduktion von Pyruvat zu Laktat bei 

gleichzeitiger Umwandlung von NADH/H+ zu NAD+ spezialisiert und spielt eine zent-

rale Rolle in der anaeroben Glykolyse 158. Die Dihydrolipoamiddehydrogenase (DLD) 

ist ein Bestandteil verschiedener Enzymkomplexe, unter anderem der 

Pyruvatdehydrogenase. Die Pyruvatdehydrogenase ist ein aus drei Enzymen und 
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fünf Coenzymen bestehender Multienzymkomplex, der die irreversible Umwandlung 

von Pyruvat zu Acetyl-CoA katalysiert und auf diese Weise den aeroben Abbau von 

Pyruvat zu CO2 und H2O ermöglicht 158. Mit Glykolyse / Glukoneogenese nicht direkt 

verbunden ist Glycogenin 1 (GYG1). Als Startermolekül bildet es den zentralen Aus-

gangspunkt für den Neuaufbau von Glykogen. Eine vermehrte Expression von GYG1 

in Leukozyten wurde in Verbindung mit einem schweren akuten respiratorischen 

Syndrom beschrieben 163. 

3.3.2.8.3.1 Kohlenhydratstoffwechsel - Zusammenfassende Darstellung 

Die vermehrte Expression von Hexokinase 1, Glukose-6-phosphat-Isomerase, Phos-

phoglyceratkinase 1 sowie Phosphofruktokinase 2 / Fruktose-2,6-Bisphosphatase 3 

legt nahe, dass sich die Gruppe der erkrankten Patienten bereits wenige Minuten 

postnatal durch eine signifikant differenzielle Regulation des Kohlenhydratstoffwech-

sels auszeichnete, wobei die vermehrte Expression von Hexokinase 1 und Phospho-

fruktokinase 2 / Fruktose-2,6-Bisphosphatase in diesem Zusammenhang besonders 

hervorzuheben ist: beide Enzyme spielen eine zentrale Rolle im Abbau von Glukose, 

da sie zwei der insgesamt drei geschwindigkeitsregulierenden Reaktionen katalysie-

ren beziehungsweise kontrollieren: HK1 ist das erste von drei Schlüsselenzymen der 

Glykolyse; PFKFB3 / PFK2 kontrolliert die Aktivität der Phosphofruktokinase 1, des 

dritten und wichtigsten Schlüsselenzyms. Die Beobachtung, dass gerade diese En-

zyme an den so genannten Bottlenecks, den Engstellen der Glykolyse, signifikant 

vermehrt exprimiert werden, muss als Hinweis auf eine tiefgreifende Regulation des 

gesamten Stoffwechselweges verstanden werden. Die Annahme einer Regulation 

des Kohlenhydratstoffwechsels erscheint darüber hinaus auch deshalb besonders 

naheliegend, weil verschiedene weitere Enzyme wie die Laktatdehydrogenase A, die 

Dihydrolipoamiddehydrogenase und Glycogenin 1 in der Gruppe der erkrankten Kin-

der ebenfalls in höherem Maße exprimiert werden. Neben der Glykolyse im engeren 

Sinn scheinen hiervon somit auch der weitere aerobe und anaerobe Abbau von 

Pyruvat sowie die Glykogensynthese betroffen zu sein. 

3.3.2.8.4 Hypoxie 

Vier Gene der am zweitstärksten überrepräsentierten GO Kategorie „Response to 

Stimulus“ sind mit Sauerstoffmangel direkt assoziiert. Alle vier werden durch Hypoxie 

induziert und in der Gruppe der Kinder mit konnataler Infektion signifikant vermehrt 

exprimiert: Adrenomedullin (FC: 2,27; FDR: 0,00011), Heat shock protein 90 kDa α, 
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class B member 1 (HSP90AB1) (FC: 2,31; FDR: 0,00161), Stress-associated endo-

plasmatic reticulum protein 1 (SERP1) (FC: 4,17; FDR: 0,00000) und Glukose-6-

phosphat-Isomerase (FC: 2,42; FDR: 0,00096) zeichnen sich jeweils durch eine sig-

nifikante Mehrexpression aus. Den mit Abstand höchsten Fold Change (FC: 4,17) 

weist SERP1 auf. Weitere Gene, die in diesem Zusammenhang unbedingt erwähnt 

werden sollten, sind Phosphoglycerat-Kinase 1 und Phosphofruktokinase 2 / Frukto-

se-2,6-Bisphosphatase 3, vor allem aber HIF1A. Die beiden erstgenannten wurden 

bereits unter 3.3.2.8.3 „Kohlenhydratstoffwechsel“ behandelt. HIF1A (FC: 1,75; FDR: 

0,055) liegt mit einer False Discovery Rate von 0,055 knapp oberhalb des 

Thresholds. 

Adrenomedullin (ADM) ist ein von Makrophagen, Endothelzellen und glatten Gefäß-

muskelzellen sezerniertes Peptid mit einer stark Gefäß relaxierenden, Blutdruck sen-

kenden Wirkung. Es wird im Zusammenhang mit verschiedenen Stressoren wie 

Trauma, Infektion, Hypoxie oder Sepsis vermehrt exprimiert und scheint eine wichti-

ge Rolle in der Einleitung und Ausbreitung einer Entzündungsreaktion zu spielen, 

indem es die Sekretion von MIF (Macrophage migration inhibitory factor) und die 

Produktion weiterer Zytokine moduliert 164 - 166. Heat shock protein 90 kDa α, class B 

member 1 (HSP90AB1) ist die konstitutiv exprimierte Form des zytosolischen 

Hitzeschockproteins 90. Die beiden bekannten Hitzeschockproteine 90 AA1 und AB1 

sind mit verschiedenen Co-Chaperonen assoziiert und an der Faltung und Stabilisie-

rung von Proteinen beteiligt. Sie interagieren mit zahlreichen nukleären Hormonre-

zeptoren, Proteinkinasen, Transkriptionsfaktoren sowie weiteren Regulatorproteinen 

und beeinflussen auf diese Weise eine große Auswahl zellulärer Prozesse wie das 

Hormon Signaling, Zellzyklus, -proliferation und -differenzierung, die Apoptose, Im-

munantwort und Stressabwehr. Sie werden unter Stress, wie zum Beispiel Anoxie, 

Gewebstrauma oder bakterieller Infektion, vermehrt synthetisiert 167. Das auch unter 

dem Namen Ribosome-associated membrane protein 4 (RAMP4) bekannte Stress-

associated endoplasmatic reticulum protein 1 (SERP1) wird durch Hypoxie induziert 

168, 169. Über seine Funktion ist wenig bekannt. Die Glukose-6-phosphat-Isomerase 

(GPI) ist ein an der ersten Phase der Glykolyse beteiligtes Enzym, das unter Hypoxie 

vermehrt exprimiert wird 155 - 157. Für weitere Informationen siehe 3.4.2.8.3: Kohlen-

hydratstoffwechsel. Die Phosphoglyceratkinase 1 (PGK1) ist ein Enzym der Glykoly-

se. Ihre Expression wird durch HIFα1 induziert 159. Für weitere Informationen siehe 

auch hier 3.4.2.8.3: Kohlenhydratstoffwechsel. Die Phosphofruktokinase 2 / Fruktose-
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2,6-Bisphosphatase 3 (PFKFB3 / PFK2) ist ein bifunktionales Enzym, das wesentli-

chen Einfluss auf die Geschwindigkeit der Glykolyse nimmt. Seine Expression wird 

durch Hypoxie induziert 161, 162. Für weitere Informationen siehe 3.3.2.8.3 „Kohlenhyd-

ratstoffwechsel“. Hypoxie-induzierbarer Faktor 1 α (HIF1A) ist die α-Untereinheit des 

Transkriptionsfaktors HIF1. HIF1 ist ein aus einer α- und einer β-Untereinheit beste-

henden Heterodimer. Er spielt eine zentrale Rolle in der zellulären und systemischen 

Anpassung auf eine Sauerstoffunterversorgung, indem er die Transkription zahlrei-

cher Zielgene induziert 170. 

3.3.2.8.4.1 Hypoxie - Zusammenfassende Darstellung 

Alle der genannten Gene werden durch Sauerstoffmangel induziert; ihre Mehrex-

pression spricht somit für eine bereits peripartal stärker ausgeprägte Hypoxie in der 

Gruppe der erkrankten Kinder. Drei der sieben Gene – GPI, PGK1 und PFKFB3 / 

PFK2 – sind zudem an der Energiegewinnung durch den Abbau von Glukose unmit-

telbar beteiligt. Diese gemeinsame Schnittmenge unterstreicht den engen Zusam-

menhang zwischen Hypoxie und einer Beeinträchtigung des Kohlenhydratstoffwech-

sels, der sich mit Ingenuity Pathways Analysis (siehe Abbildung 26) nur bedingt dar-

stellen ließ: in der folgenden Abbildung wird immerhin deutlich, dass durch HIF1A 

eine Mehrexpression sowohl der Laktatdehydrogenase A als auch der 

Phosphoglyceratkinase 1 induziert wird. 
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Abbildung 26: Das Netzwerk zeigt die enge Verbindung zwischen HIF1A und einer Mehrexpression 

von Genen, die mit Kohlenhydratstoffwechsel / Glykolyse assoziiert sind: HIF1A nimmt demnach di-

rekten Einfluss auf den Kohlenhydratstoffwechsel. Gene mit einer signifikant vermehrten Expression 

sind rot hinterlegt, solche mit einer signifikant verminderten Expression grün. 

 

Die Analyse mit Ingenuity Pathways Analysis zeigte darüber hinaus eine bedeutende 

Regulation von Genen, die mit Erkrankungen des Atmungssystems assoziiert sind. 

Der enge Zusammenhang zwischen der Regulation der Entzündungsantwort des 

Organismus und einer Funktionsstörung der Respiration ließ sich gut visualisieren 

(siehe Abbildung 27). Er ist auch dadurch zu erklären, dass die differenzielle Regula-

tion verschiedene zentraler Transkriptionsfaktoren und Coaktivatoren wie HIF1A, 

CEBPB oder CREBBP Inflammation und Respiration gleichermaßen beeinflusst. Die 

Abbildung unterstreicht das Ausmaß der Regulation in der Gruppe der erkrankten 

Kinder und lässt erahnen, wie die vermehrte Inflammation zum Beispiel zur Pathoge-

nese einer bronchopulmonalen Dysplasie beiträgt. 
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Abbildung 27: Die mit IPA erstellte Abbildung zeigt die enge Verbindung zwischen der Entzündungs-

antwort des Organismus und einer Funktionsstörung der Respiration. Verknüpft werden die beiden 

Prozesse durch IL8 und vier Transkriptionsfaktoren von zentraler Bedeutung: CEBPA, CEBPB, 

CREBBP und HIF1A. 

 

3.3.2.9 Hierarchische Cluster-Analyse mit dCHIP 

Mit dCHIP wurde eine hierarchische Cluster-Analyse durchgeführt: Arrays mit ähnli-

chen Expressionsmustern wurden identifiziert, gruppiert und in Form eines Dendro-

gramms visualisiert. Die Berechnung lief als unbeaufsichtigte Analyse (unsupervised 

clustering), die Zugehörigkeit der Arrays blieb somit unberücksichtigt. Im Idealfall las-

sen sich hierbei zwei untersuchte Patientengruppen anhand ihrer spezifischen Ex-

pressionsmuster eindeutig voneinander trennen. 

In das hierarchische Clustering gingen alle 198 signifikant differenziell regulierten 

Gene ein. Die Arrays jedes Patienten wurden gemittelt; jede Reihe repräsentiert so-

mit die gemittelte Genexpression eines Patienten (siehe Abbildung 28). Die Patienten 

ließen sich in zwei Hauptcluster A und B trennen. Cluster A enthält zehn Patienten, 
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von denen acht der Gruppe der Patienten mit konnataler Infektion und zwei der 

Gruppe der Patienten ohne konnatale Infektion angehören. Cluster B enthält 14 Pati-

enten, von denen acht der  Gruppe der Patienten mit konnataler Infektion und sechs 

der Gruppe der Patienten ohne konnatale Infektion zuzuordnen sind. Cluster B lässt 

sich in zwei Subcluster B1 und B2 trennen. Zu B1 zählen sieben Patienten, von de-

nen fünf  zur  Gruppe der Patienten ohne konnatale Infektion und zwei der  Gruppe 

der Patienten mit konnataler Infektion angehören. Cluster B2 enthält ebenfalls sieben 

Patienten, von denen sechs der  Gruppe der Patienten mit konnataler Infektion und 

einer der Gruppe der Patienten ohne konnatale Infektion angehören.  

Das hierarchische Clustering zeigt, dass Patienten mit und ohne konnatale Infektion 

sich nicht eindeutig in zwei Gruppen voneinander trennen lassen, sondern dass  

Cluster mit einer Häufung der jeweiligen Patientengruppe bestehen: Cluster B1 ent-

hält zu 71% Patienten ohne konnatale Infektion, während Cluster A zu 80% und 

Cluster B2 zu 86% Patienten mit konnataler Infektion enhalten. Der überwiegende 

Anteil der Patienten mit konnataler Infektion ließ sich demnach in zwei Subklassen 1 

und 2 aufteilen (zu finden in Cluster A und B2). 
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Abbildung 28: Abgebildet ist das Ergebnis der hierarchischen Cluster-Analyse. Die gemittelten Arrays 

der 24 Patienten wurden in zwei Hauptgruppen A und B geclustert, wobei Gruppe A 10, Gruppe B 14 

Patienten zugeordnet wurden. Oben sind die Patienten IDs aufgeführt. Gene mit einem Expressions-

level oberhalb der mittleren Expression aller Probesets werden rot dargestellt. Schwarz steht für eine 

mittlere Expression, grün zeigt an, dass die Expression unterhalb des Mittelwertes liegt. Die meisten 
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der Expressionswerte liegen innerhalb von +/-3 Standardabweichungen. Die gemittelten Arrays der 

Patienten mit konnataler Infektion sind rot umrandet. Die zwei Subklassen 1 und 2 der Patienten mit 

konnataler Infektion sind gelb umrandet. 

 

3.3.2.10 Biomarker der konnatalen Infektion 

Wie unter 4.2.2.8 näher ausgeführt werden PCT, CD64 oder MBL gegenwärtig als 

potentielle Biomarker der neonatalen Sepsis diskutiert. 

Unter den Genen mit einer signifikant differenziellen Expression fand sich eines die-

ser drei Proteine, CD64. Der auf Granulozyten und anderen Fresszellen exprimierte 

aktivierende Rezeptor vermittelt zum Beispiel die Phagozytose von Pathogenen. 

Mit dCHIP wurden die Unterschiede in der Expression von CD64 zwischen beiden 

Gruppen untersucht. Die Expression von Myeloperoxidase (MPO) und Granulysin 

(GNLY) wurde aus gegebenem Anlass mit untersucht (siehe Abbildung 29). 

 

Abbildung 29: Abgebildet ist die Expression dreier potentieller Biomarker in den zwei Patientengrup-

pen. Die Expressionswerte der Kinder mit konnataler Infektion sind grün, die der Kinder ohne konnata-

le Infektion sind rot umrandet. 

 

Deutlich wird: keines der drei Proteine ermöglicht trotz seiner signifikanten Mehr- 

oder Minderexpression für sich allein betrachtet eine klare Differenzierung zwischen 

erkrankten und nicht erkrankten Patienten. Dennoch ist beispielsweise erkennbar, 
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dass ein großer Anteil der nicht erkrankten Patienten eine überdurchschnittliche Ex-

pression von Granulysin aufweist. 

3.4 Validierung 

Die Validierung erfolgte mit Hilfe der RT-PCR anhand der folgenden 25 Gene: 

ANXA1, AZU1, CD163, CX3CR1, GATA3, HIF1A, HLA-DPB1, IL18, IL8, KLRB1, 

KLRD1, LRP10, LY96, MMP9, MPO, NFAT5, PGLYRP1, PRV1, SPON2, TANK, 

TLR1, TNFRSF10A, TNFRSF17, GNLY, SERPING1. Die Korrelation der FCs von 

RT-PCR- und Microarray-Daten beträgt 0,74 und bestätigt die Ergebnisse der 

Microarray-Analyse somit nur bedingt (siehe Abbildung X). Die geringe Korrelation 

der beiden Datensätze ist unter anderem dadurch zu erklären, dass von zwei Patien-

ten der Gruppe ohne neonatale Sepsis und einem Patienten der Gruppe mit neonta-

ler Sepsis keine RT-PCR angefertigt werden konnte, da die Menge an zur Verfügung 

stehender RNA nicht ausreichte. Die Werte der entsprechenden Patienten konnten 

somit bei der Errechnung des FCs der RT-PCR-Daten nicht berücksichtigt werden. 

 

 

Abbildung 30: Validierung. Korrelation der Werte von 25 ausgewählten Genen. Log2 FC der 

Microarray-Daten (X-Achse) und Log2 FC der RT-PCR-Daten sind gegeneinander aufgetragen. 
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4 Diskussion 

4.1 Studiendesign und klinische Daten 

Microarrays wurden in den vergangenen Jahren zunehmend für genomweite Analy-

sen eingesetzt, etwa um die Wirtsantwort intensivpflichtiger polytraumatisierter Pati-

enten auf Transkriptionsebene zu erforschen 43, 44, und auch die dem kindlichen sep-

tischen Schock zu Grunde liegenden pathophysiologischen Prozesse sind zurzeit 

Gegenstand intensiver Forschung 45, 46. Eine mit dieser Arbeit vergleichbare Studie 

wurde bisher jedoch nicht durchgeführt. Erstmalig wurden mit Hilfe von Microarrays 

Unterschiede in der Genexpression von Frühgeborenen mit konnataler Infektion und 

Frühgeborenen ohne konnatale Infektion untersucht. In den beiden folgenden Ab-

schnitten sollen zunächst das Design der Studie und die dahinter stehenden Überle-

gungen diskutiert werden. 

4.1.1 Studiendesign 

Alle in die Studie eingeschlossenen Patienten weisen einen klar definierten, gemein-

samen Startpunkt auf: den Zeitpunkt ihrer Geburt. Die Wahl dieses natürlichen Start-

punktes soll eine Vergleichbarkeit der gewonnen Daten ermöglichen. Hierbei ist zu 

beachten, dass der exakte Erkrankungsbeginn dennoch unberücksichtigt bleibt, da 

sich anders als beispielsweise bei polytraumatisierten Patienten 88, deren Erkrankung 

auf einen zeitlich klar definierten Stimulus – ein Trauma – zurückzuführen ist, bei 

Frühgeborenen nur schwer nachvollziehen lässt, seit welchem Zeitpunkt der 

Schwangerschaft eine intrauterine Infektion besteht. Es ist daher naheliegend anzu-

nehmen, dass die hierdurch bedingte zeitliche Verschiebung zu einer Unschärfe der 

Genexpressionsprofile von erkrankten beziehungsweise nicht erkrankten Patienten 

führt. Dies würde erklären, warum eine korrekte Zuordnung der Frühgeborenen in die 

zwei Gruppen „Konnatale Infektion“ / „Vergleichsgruppe“ mit der hierarchischen Clus-

teranalyse – anders als bei polytraumatisierten Patienten – nicht möglich ist (siehe 

4.2.2.7 „Hierarchische Clusteranalyse mit dCHIP“). 

Die Blutentnahme erfolgte bei Geburt. Dieser Zeitpunkt wurde aus mehreren Grün-

den gewählt: Erstens sollte untersucht werden, ob und wenn ja wie sich die Genex-
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pression beider Gruppen schon Stunden vor Erkrankungsbeginn, oder korrekter: vor 

Diagnosestellung, unterscheidet. Die Beobachtung jeweils charakteristischer Expres-

sionsunterschiede auf mRNA-Ebene könnte so dazu beitragen die Frage zu beant-

worten, warum einige Frühgeborene innerhalb der ersten 72 Stunden nach Geburt 

eine konnatale Infektion entwickeln und einige nicht. Zweitens sollte eine Beeinträch-

tigung durch postpartale Ereignisse, wie zum Beispiel den Einsatz invasiver Maß-

nahmen, ausgeschlossen werden. Drittens besäße die Identifizierung charakteristi-

scher Genexpressionsprofile zu diesem frühen Zeitpunkt eine umso höhere klinische 

Relevanz: die korrekte Diagnose könnte früher gestellt, eine adäquate Therapie frü-

her begonnen und der unnötige Einsatz von Antibiotika in Zeiten steigender Resis-

tenzen vermieden werden. 

Erschwert wurde unsere Analyse durch die geringen Probenmengen. Aufgrund der 

geringen Blutvolumina der von uns untersuchten Frühgeborenen war eine regelmä-

ßige Gewinnung größerer Probenmengen, wie sie zum Beispiel in der intensivmedi-

zinischen Betreuung kritisch kranker erwachsener Patienten möglich ist, nicht reali-

sierbar. 

Die gemessene mRNA wurde aus Vollblut gewonnen. Dies hat einerseits zur Folge, 

dass Veränderungen in der Genexpression einzelner Zellpopulationen teilweise nicht 

oder nur in geringerem Maße detektiert werden und beobachtete Veränderungen 

sich nur schwer einer spezifischen Zellpopulation zuordnen lassen 171. Andererseits 

ist Vollblut deutlich leichter zu gewinnen und eine durch die Zellseparation bedingte 

Beeinflussung der zu untersuchenden Expressionswerte ausgeschlossen 172 - 174 – 

beides Eigenschaften, die im Falle einer klinischen Anwendung einen nicht zu unter-

schätzenden Vorteil bringen. Hinzu kommt, dass die Eignung von Vollblut für die Er-

stellung Microarray-gestützter Expressionsprofilen in den vergangenen Jahren immer 

wieder nachgewiesen werden konnte 175, 176. 

An dieser Stelle soll auch darauf hingewiesen werden, dass die von uns durchgeführ-

ten Microarrayexperimente nur bedingt Aussagen über die reale Regulation einzelner 

Signal- oder Stoffwechselwege ermöglichen; dies ist im Wesentlichen auf die geringe 

Korrelation von Transkriptom, Proteom und Metabolom zurückzuführen: so korreliert 

beispielsweise eine Änderung der mRNA-Menge häufig in keiner Weise mit der Men-

ge an neu synthetisiertem Protein 177, und auch die Menge an verfügbarem Protein 

korreliert nur in bestimmten Fällen und unter bestimmten Voraussetzungen mit dem 
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Aktivitätszustand der verschiedenen Signal- oder Stoffwechselwege. Unabhängig 

davon sind für beide Gruppen jeweils charakteristische Genexpressionsprofile auf 

mRNA-Ebene zu beobachten, die Unterschiede in der Regulation biologischer Pro-

zesse reflektieren und im weiteren Verlauf die Ausbildung des entsprechenden klini-

schen Phänotyps beeinflussen. 

Die durchgeführte explorative Studie mit insgesamt 24 Patienten ermöglicht erste 

Einblicke in die aufzuklärenden Zusammenhänge, für eine Validierung der gewonne-

nen Erkenntnisse werden weitere, gezieltere Studien mit größeren Fallzahlen erfor-

derlich sein. Unsere Studie hat in diesem Zusammenhang unter anderem dazu bei-

getragen, relevante Gene sowie Signal- und Stoffwechselwege von Interesse zu 

identifizieren. 

4.1.2 Klinische Daten 

Es wurde bereits deutlich, dass sich die den beiden Gruppen zugeordneten Patien-

ten nicht allein hinsichtlich ihrer Genexpression voneinander unterschieden, sondern 

auch hinsichtlich ihrer klinischen Daten (siehe 3.1 „Klinische Daten“): so lag bei-

spielsweise das mediane Gestationsalter in der Gruppe der erkrankten Patienten mit 

28 Wochen klar unter dem der Vergleichsgruppe (30 Wochen). Während in der Ver-

gleichsgruppe nur eines von acht Kindern vor der Vollendung der 29. Schwanger-

schaftswoche zur Welt kam, wurden in der Gruppe der erkrankten Patienten immer-

hin fünf von sechzehn Kindern schon nach 24 Schwangerschaftswochen geboren. 

Noch größer wird dieser Unterschied, wenn man das mediane Geburtsgewicht beider 

Gruppen betrachtet: mit 1085 g lag es in der Gruppe der Patienten mit konnataler 

Infektion deutlich unter dem der Vergleichsgruppe (1445 g). 

Unter Berücksichtigung der Ätiologie der konnatalen Infektion sowie weiterer klini-

scher Daten wird deutlich, dass die beschriebene Ungleichheit der klinischen Daten 

durch die spezielle Fragestellung, den Vergleich eben dieser beiden Patientengrup-

pen, bedingt werden: Chorioamnionitis und Frühgeburtlichkeit zählen zu den Hauptri-

sikofaktoren der konnatalen Infektion: die intrauterine Infektion führt zur 

Frühgeburtlichkeit und im weiteren Verlauf zur Infektion des Neugeborenen. Das ge-

ringere Gestationsalter und das niedrigere Geburtsgewicht sind eine Folge der 

Frühgeburtlichkeit. Dies spiegelt sich nicht zuletzt in dem hohen Anteil intrauteriner 

Infektionen in der Gruppe der erkrankten Kinder wider: Bei immerhin 43,75% konnte 

eine Chorioamnionitis nachgewiesen werden. Das geringere Alter ebenso wie das 
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niedrigere Gewicht der erkrankten Kinder ist demnach als ein Aspekt der zu Grunde 

liegenden Erkrankung und nicht losgelöst hiervon zu betrachten – was nicht aus-

schließt, dass einzelne der beobachteten Unterschiede auf Genexpressionsebene 

tatsächlich primär Ausdruck der unterschiedlichen Reifegrade sein können. 

4.2 Analyse der Microarraydaten 

4.2.1 Low-Level-Analyse 

Für die Low-Level-Analyse der Microarraydaten wurde ein modularer Arbeitsablauf 

entwickelt, der in der Zwischenzeit mehrfach publiziert wurde 178, 179 und von Felix 

Thierer in seiner Dissertation über die „Transkriptionelle Sepsissignatur in Patienten 

mit Polytrauma 88 ausführlich diskutiert wird. Durch die aufeinander folgenden Schrit-

te werden sowohl individuelle als auch systematische Fehler identifiziert und elimi-

niert. Der hohe Anteil verworfener Arrays erklärt sich durch Hindernisse in der Ge-

winnung ausreichender Mengen qualitativ hochwertiger RNA aus kleinsten Mengen 

Nabelschnurblut. 

4.2.2 High-Level-Analyse 

4.2.2.1 Lokalisation der signifikant differenziell regulierten Gene 

Mit STRIPE ließ sich die chromosomale Lokalisation der signifikant differenziell regu-

lierten Gene visualisieren: es zeigte sich eine insgesamt ausgewogene Verteilung 

über alle Chromosomen. Zugleich waren einzelne Abschnitte mit einer höheren Dich-

te differenziell regulierter Gene erkennbar. Auffällig ist die überdurchschnittliche hohe 

Regulationsdichte auf den beiden Chromosomen 19 und X; während der hohe Anteil 

regulierter Gene auf Chromosom X vermutlich Ausdruck  der geringen absoluten 

Zahl proteincodierender Gene ist, findet sich für den hohen Prozentsatz regulierter 

Gene auf Chromosom 19 bisher keine schlüssige Erklärung – weder auf der Ebene 

übergeordneter Transkriptionsfaktoren noch auf der Ebene stromaufwärts gelegener 

Schlüsselmoleküle. 

4.2.2.2 Identifizierung überrepräsentierter biologischer Gruppen 

Die Suche nach überrepräsentierten biologischen Kategorien ließ eine massive Über-

repräsentation von Prozessen erkennen, die im Zusammenhang mit einer Entzün-
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dungsantwort des Organismus stehen. Da hierbei neben signifikant differenziell regu-

lierten Genen auch Gene berücksichtigt werden, die keine signifikant differenzielle 

Regulation aufweisen, legen die Ergebnisse der Analyse erstens nahe, dass mit sehr 

hoher Wahrscheinlichkeit eine reale Regulation der Immunantwort vorliegt. Zweitens 

deuten sie darauf hin, dass die Unterschiede in der Genexpression der beiden Grup-

pen im Wesentlichen Prozesse betreffen, die im unmittelbaren Zusammenhang mit 

einer Entzündungsantwort des Organismus stehen. Da DAVID für seine Analyse auf 

Gene Ontology Terms zurückgreift, hängt die Qualität der Analyse wesentlich von der 

Vollständigkeit der GO Terms ab. 

4.2.2.3 Visualisierung in aktuell verfügbaren Pathways 

Die Analyse mit Pathway Explorer bestätigte die bereits zuvor beobachtete Überrep-

räsentation von Genen, die mit Inflammation / Abwehrreaktion assoziiert sind, lieferte 

darüber hinaus jedoch kaum neue Erkenntnisse. Mit einer Ausnahme: die ausge-

prägte Regulation des Kohlenhydratstoffwechsels, die mit DAVID nicht detektiert 

worden war, zeigte sich in der Pathway Analyse umso eindrücklicher. Deutlich wurde 

jedoch auch: Die Analyse mit Pathway Explorer – oder vergleichbaren Anwendungen 

– hat zwei wesentliche Nachteile: 1. Die begrenzte Zahl / Auswahl verfügbarer 

Pathways: Stoffwechsel- oder Signalwege, für die kein Pathway existiert, bleiben un-

berücksichtigt. 2. Den begrenzten Umfang der verfügbaren Pathways: darstellen las-

sen sich nur solche Gene, die Elemente eines vorhandenen Pathways sind. Gene, 

die zwar Bestandteil eines Stoffwechsel- oder Signalweges sind, aber kein Element 

des zugehörigen Pathways, bleiben – unabhängig von ihrer realen Bedeutung – un-

berücksichtigt. Ein besonders treffendes Beispiel hierfür ist die Phosphofruktokinase 

2 / Fruktose-2,6-Bisphosphatase 3 (PFKFB3 / PFK2): das bifunktionale Enzym, das 

die Aktivität der Phosphofruktokinase 1, des bedeutendsten Schlüsselenzyms der 

Glykolyse, reguliert und so wesentlichen Einfluss auf die Geschwindigkeit des 

Glukoseabbaus nimmt, ist weder bei BioCarta noch bei KEGG als Element des Gly-

kolyse-Pathways aufgeführt. Die Analyse mit Pathway Explorer oder ähnlichen An-

wendungen kann daher eine sinnvolle Ergänzung darstellen, eine gewissenhafte 

Analyse und Grundkenntnisse in Biochemie kann sie nicht ersetzen. 

4.2.2.4 Analyse mit „Ingenuity Pathways Analysis“ 

Mit Ingenuity Pathways Analysis konnten die bereits gewonnenen Ergebnisse bestä-

tigt und ergänzt werden. Die differenzielle Expression in den Bereichen Immunant-
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wort und Glykolyse ließ sich erneut nachweisen und die Interaktion der verschiede-

nen Moleküle visualisieren. Erstmals detektiert wurde eine Regulation, die auf eine 

respiratorische Erkrankung hindeutet (siehe: 3.3.2.6.2 „Top Bio Functions“, Abbildung 

16). IPA bot darüber hinaus eine Reihe weiterer Möglichkeiten zur gezielten Analyse 

relevanter Prozesse oder einzelner Gene. 

4.2.2.5 Analyse mit „BioBase ExPlain“ 

Die Analyse mit BioBase ExPlain ermöglichte die Identifikation überrepräsentierter 

Transkriptionsfaktorbindungsstellen in den Promotoren des Sets signifikant differen-

ziell regulierter Gene sowie die Identifikation passender Transkriptionsfaktoren. Es ist 

anzunehmen, dass die so identifizierten Transkriptionsfaktoren, die sich wie ihre 

Zielgene durch eine signifikant differenzielle Regulation auszeichnen, einen wesentli-

chen Einfluss auf die beobachtete Mehr- oder Minderexpression haben. Mit Hilfe der 

Knotenpunktanalyse gelang es, stromaufwärts gelegene Schlüsselmoleküle zu iden-

tifizieren und deren Verbindung zu ihren weiter stromabwärts gelegenen Zielgenen in 

Form von Netzwerken zu visualisieren. Die Ergebnisse der funktionellen Analyse be-

stätigten die bereits zuvor mit DAVID gewonnenen Ergebnisse. 

4.2.2.6 Darstellung der wichtigsten beeinträchtigten Funktionsbereiche 

Die von uns beobachteten Unterschiede in der Genexpression erkrankter, bezie-

hungsweise nicht erkrankter Frühgeborener lassen vier beeinträchtigte Funktionsbe-

reiche erkennen: neutrophile Granulozyten, natürliche Killerzellen, Kohlenhydrat-

stoffwechsel und Hypoxie. Auf diese soll in den folgenden Abschnitten eingegangen 

werden. 

4.2.2.6.1 Neutrophile / Chemotaxis / Antigene / DNA-Schädigung 

Die quantitative und qualitative Beeinträchtigung neonataler Neutrophiler wird in 

mehreren Studien und Übersichtsartikeln als eine der wesentlichen Ursachen für die 

erhöhte Suszeptibilität Frühgeborener gegenüber peripartal auftretenden Infektionen 

genannt 17, 180, 181: während die quantitative Beeinträchtigung, bedingt durch die ge-

ringe Zahl zirkulierender neutrophiler Granulozyten, die limitierte Leistungsfähigkeit 

der Vorläuferzellen und die rasche Erschöpfung der vorhandenen Reserven, inner-

halb kurzer Zeit zu einer Neutropenie führt, betrifft die qualitative Beeinträchtigung 

endotheliale Adhäsion, transendotheliale Migration, Chemotaxis, Phagocytose und 

Bakterizidität der verfügbaren Zellen 182. Verursacht wird sie durch die verminderte 
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Expression von Adhäsionsmolekülen 183 - 186 und Chemokin-Rezeptoren, den in sei-

ner Wirkung abgeschwächten Respiratory Burst, einen Mangel an Opsoninen 187 - 190 

und die reduzierte Konzentration antibakteriell wirksamer Proteine 191, 192. Die verzö-

gerte Apoptose neutrophiler Granulozyten trägt darüber hinaus zur Pathogenese ei-

ner ungerichteten Hyperinflammation bei 182, 193 - 196 und begünstigt ebenso wie das 

Ungleichgewicht zwischen neutrophiler Elastase und ihren Inhibitoren die Entwick-

lung einer bronchopulmonalen Dysplasie 113, 197, 198. Von den genannten Defiziten 

sind Neutrophile von Frühgeborenen jeweils stärker betroffen als solche von reifen 

Neugeborenen 17, 18. 

Die Ergebnisse unserer Analyse lassen deutliche Unterschiede in der Expression 

neutrophilenspezifischer Gene zwischen Frühgeborenen mit konnataler Infektion und 

Frühgeborenen ohne konnatale Infektion erkennen; zahlreiche Gene, die im direkten 

Zusammenhang mit der Funktion neutrophiler Granulozyten stehen, werden in der 

Gruppe der erkrankten Kinder signifikant vermehrt exprimiert. Die differenziell regu-

lierten Gene nehmen Einfluss auf alle der oben genannten Bereiche: endotheliale 

Adhäsion, transendotheliale Migration, Chemotaxis, Phagocytose und Bakterizidität. 

IL8 fördert die endotheliale Adhäsion neutrophiler Granulozyten, indem es die ver-

mehrte Expression von Adhäsionsmolekülen auf der Zelloberfläche induziert, CD177 

unterstützt die transendotheliale Migration durch die Interaktion mit PECAM-1, Cal-

granulin C, LTA4H, CXCR4, HEBP1 und FPR1 tragen zur Chemotaxis bei und unter-

stützen so die Migration neutrophiler Granulozyten in entzündetes Gewebe. NCF2 ist 

als Untereinheit der NADPH Oxidase an der Erzeugung des superoxidativen Burst 

beteiligt. AZU1, MPO, LTF und PGLYRP1 sind antimikrobiell wirksame Proteine, de-

ren Expression durch den Transkriptionsfaktor CEBPB reguliert wird. 

Die von uns beobachtete differenzielle Regulation lässt unterschiedliche Interpretati-

onen zu: Sie kann – wie unter 3.3.2.8.1.6 „Neutrophile Granulozyten - Zusammen-

fassende Darstellung“ ausgeführt – A) Ausdruck einer erhöhten Aktivität neutrophiler 

Granulozyten in der Gruppe der erkrankten Kinder sein oder B) als Ausdruck einer 

stärker ausgeprägten Unreife verstanden werden. Im ersten Fall wäre die vermehrte 

Expression neutrophilenspezifischer Gene Vorbote einer bevorstehenden 

Hyperinflammation, die über eine stärker ausgeprägte Gewebsschädigung im weite-

ren Verlauf zum Beispiel die Entwicklung einer bronchopulmonalen Dysplasie be-

günstigt 104, 113, 197, 198. Im zweiten Fall hingegen könnte die Mehrexpression 

neutrophilenspezifischer Gene einen verzögert ablaufenden Reifungsprozess reflek-
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tieren, der in den Granulozyten der nicht erkrankten Kinder schon vorangeschritten 

oder bereits abgeschlossen ist. Denkbar wäre auch eine Kombination aus beiden: 

eine Unreife neutrophiler Granulozyten, die sich in Form einer unkontrollierten 

Hyperinflammation äußert. Die ebenfalls vermehrte Expression DNA-reparierender 

Werkzeuge jedenfalls legt nahe, dass die erkrankten Kinder schon peripartal an einer 

stärkeren Schädigung leiden. 

Die Frage, ob die vermehrte Expression neutrophilenspezifischer Gene Ausdruck 

einer Hyperinflammation oder einer stärkeren Unreife ist, sollte sich mit Hilfe von 

Neutrophilenfunktionstests beantworten lassen: den Nachweis von CD11a, CD11b, 

CD18, eine Durchflusszytometrie für Superoxid oder eine Anti-Lactoferrin-Färbung. 

Unabhängig von den tatsächlichen Gründen für die beschriebenen Expressionsun-

terschiede zeigen die Ergebnisse unserer Analyse, dass Neugeborene, die mit einer 

konnatalen Infektion geboren werden, sich auf mRNA-Ebene bereits wenige Minuten 

nach Geburt durch eine vermehrte Expression neutrophilenspezifischer Gene aus-

zeichnen – zu einem Zeitpunkt, zu dem klinisch noch keine Unterscheidung möglich 

ist. 

4.2.2.6.2 Natürliche Killerzellen 

Ein direkter Zusammenhang zwischen einem Defekt natürlicher Killerzellen und dem 

Schweregrad neonataler Infektionen wurde erstmals 2000 von Mazur et al. herge-

stellt 199. Im darauf folgenden Jahr gelang es dann Georgeson et al., einen im Ver-

gleich mit gesunden Neugeborenen dramatischen Abfall der NK zellulären Zytotoxizi-

tät in Neugeborenen mit neonataler Sepsis nachzuweisen 200. El-Sameea et al. fol-

gerten aus den Ergebnissen ihrer 2004 veröffentlichten Studie, dass nicht die absolu-

te Zahl natürlicher Killerzellen, sondern die reduzierte Aktivität der vorhandenen Zel-

len mit einer erhöhten Anfälligkeit für eine neonatale Sepsis assoziiert sei. Sie berich-

teten von einer Korrelation zwischen NK zellulärer Aktivität und Schwere der Erkran-

kung / klinischem Outcome. Ihren Untersuchungen zufolge erwies sich die NK zellu-

läre Zytotoxizität zudem als guter Marker der neonatalen Sepsis. Sensitivität, Spezifi-

tät und prädiktiver Wert sollen der von CRP, IL8 sowie einer Kombination aus beiden 

überlegen gewesen sein 201. 2007 beobachteten Shanley et al. bei Kindern mit septi-

schem Schock eine verminderte Expresssion von Genen, die am Signaling von NK 

Zellen beteiligt sind, auf mRNA-Ebene 46, 45. 
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Die Ergebnisse unserer Analyse bestätigen, dass die konnatale Infektion mit einer 

Beeinträchtigung natürlicher Killerzellen assoziiert ist. Darüber hinaus zeigen sie, 

dass sich diese Beeinträchtigung auf mRNA-Ebene bereits wenige Minuten nach 

Geburt nachweisen lässt. Als mögliche Ursachen für die verminderte Expression NK 

Zell-spezifischer Gene kommen sowohl eine geringere Aktivität als auch eine Reduk-

tion der absoluten Zahl natürlicher Killerzellen im Blut in Frage. Da die isolierte Be-

stimmung der Genexpression keine Festlegung zulässt, sind zur Beantwortung die-

ser Frage weitere Experimente wie beispielsweise die 51Cr-Freisetzungs-Analyse 202 

zur Untersuchung der NK zellulären Zytotoxizität erforderlich. Unter Berücksichtigung 

bereits publizierter Forschungsergebnisse 201 ist jedoch eher von einer geringeren 

Aktivität als von einer Depletion natürlicher Killerzellen auszugehen. 

2008 wurden gleich mehrere Arbeiten publiziert, in denen der Einfluss von NK Zellen 

auf die adaptive Immunität untersucht und beschrieben wird: Yoshida et al. gelang 

der experimentelle Nachweis einer Beeinträchtigung der adaptiven Immunität in NK 

Zell-depletierten Mäusen 203. Sie schlossen daraus, dass natürlichen Killerzellen eine 

wichtige Rolle bei der Induktion einer Antigen-spezifischen Antwort der erworbenen 

Immunität zukommt. Brilot et al. beschrieben in einem im Mai 2008 veröffentlichten 

Review die molekularen Mechanismen, die dem Cross-Talk zwischen natürlichen 

Killerzellen und dendritischen Zellen zu Grunde liegen. Sie stellten dar, wie die Inter-

aktion von dendritischen Zellen und natürlichen Killerzellen sowohl zu einer Förde-

rung der angeborenen Immunantwort als auch zu einer Modellierung der  erworbe-

nen Immunantwort führt 19. Moretta et al. ebenso wie Reschner et al. unterstrichen 

die besondere Bedeutung von NK Zellen an der Schnittstelle zwischen angeborener 

und erworbener Immunität: Ihren Angaben zufolge ist der Einfluss natürlicher Killer-

zellen auf die Reifung dendritischer Zellen unabdingbar für die Induktion einer 

protektiven Th1 Antwort 20, 204: die adäquate Aktivierung neonataler T-Zellen wird 

demnach von Qualität und Quantität der Antigenpräsentation durch dendritische Zel-

len bestimmt 17, 205 - 207. 

Die von uns beobachtete verminderte Expression von NK Zell-spezifischen Genen 

auf mRNA-Ebene gewinnt in Anbetracht des besonderen Einflusses natürlicher Kil-

lerzellen auf die Aktivierung und Modellierung einer effektiven Antwort der adaptiven 

Immunität an Bedeutung. Der in den vergangenen Jahren mehrfach beschriebene 

Zusammenhang zwischen der Sepsis des Neugeborenen und einer Beeinträchtigung 

neonataler NK-Zellen legt nahe, dass den natürlichen Killern für das Verständnis der 
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Pathophysiologie der konnatalen Infektion möglicherweise eine wichtigere Rolle zu-

kommt als zunächst angenommen. 

4.2.2.6.3 Kohlenhydratstoffwechsel 

Während die Rolle des Glukosestoffwechsels in der Pathophysiologie und der The-

rapie der adulten Sepsis in den vergangenen Jahren Gegenstand intensiver For-

schung war 208 - 210, sind die Zusammenhänge zwischen der Infektion des Neugebo-

renen und einer Störung des Kohlenhydratstoffwechsels in den letzten drei Jahrzehn-

ten kaum untersucht worden. 2008 beschrieben Hollis et al. die Korrelation zwischen 

einer Störung des Blutglukosespiegels und dem klinischen Outcome neonater Fohlen 

211. Leake et al. hatten 27 Jahre zuvor eine Störung des Kohlenhydratstoffwechsels 

in infizierten Neugeborenen feststellen können, für die sie jedoch keine Erklärung 

fanden 212. 

Die Ergebnisse unserer Analyse bestätigen diese Beobachtungen, indem sie bele-

gen, dass die konnatale Infektion mit einer Beeinträchtigung des Kohlenhydratstoff-

wechsels einhergeht. Wir finden darüber hinaus Hinweise darauf, dass den beschrie-

benen Störungen umfassende Änderungen der genetischen Expression vorausge-

hen, die sich auf mRNA-Ebene bereits wenige Minuten nach Geburt nachweisen las-

sen. Diese betreffen Enzyme sowohl der aeroben und anaeroben Glykolyse als auch 

des Glykogenstoffwechsels. 

Mehrfach beschrieben wurde, dass Frühgeborene generell ein erhöhtes Risiko ha-

ben, eine Hypoglykämie zu erleiden. Hierzu trägt neben ihrer Unreife bei, dass sie 

besonders oft von Hypoxie und Sepsis betroffen sind 213. Als Ursache der Unterzu-

ckerung wird zum Beispiel eine Beeinträchtigung der Leberfunktion angenommen, 

die bei Frühgeborenen häufiger als bei normalen Neugeborenen beobachtet wird. 

Auch diese wird durch Hypoxie und Sepsis begünstigt 214. 

Die von uns beobachteten Veränderungen auf Genexpressionsebene zeigen, dass 

Frühgeborene mit konnataler Infektion von den beschriebenen Störungen des Koh-

lenhydratstoffwechsels in stärkerem Maße betroffen sind als Frühgeborene ohne 

konnatale Infektion. Sie legen darüber hinaus nahe, dass bereits eine Beeinträchti-

gung vorgelegen hat, bevor die konstante Versorgung des Neugeborenen mit mütter-

licher Glukose nach Durchtrennung der Nabelschnur unterbrochen wurde. Die ver-

mehrte Expression von Genen des Kohlenhydratstoffwechsels ist möglicherweise 
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Ausdruck eines schon bestehenden Energiemangels der im Blut zirkulierenden Leu-

kozyten. 

4.2.2.6.4 Hypoxie 

Unsere Ergebnisse lassen darauf schließen, dass Frühgeborene mit konnataler In-

fektion peripartal von einer stärkeren Hypoxie betroffen sind als andere Frühgebore-

ne. Die hierdurch bedingte vermehrte Expression von HIF1A und verschiedener wei-

terer Gene, die ebenso mit Sauerstoffmangel assoziiert sind, lässt sich bereits zu 

diesem frühen Zeitpunkt auf Genexpressionsebene nachweisen. Mit Hilfe von litera-

turbasierten Netzwerken konnte darüber hinaus der enge Zusammenhang zwischen 

Hypoxie, Inflammation und Kohlenhydratstoffwechsel nachvollzogen werden. Die 

Regulation zentraler Transkriptionsfaktoren wie HIF1A, CEBPA, CEBPB oder 

CREBBP führt dabei zu einer zeitgleichen Beeinflussung unterschiedlicher Pathways. 

Dass eine vermehrte Expression von HIF1A nicht zwangsläufig als Ausdruck einer 

Hypoxie sondern stattdessen auch als Ausdruck eines entzündlichen Geschehens 

verstanden werden kann, zeigt die Arbeit von Boeuf et. al. aus dem Jahr 2008. Ihre 

Untersuchungen der plazentaren Malaria ergaben erhöhte Transkriptionswerte für 

HIF1A, obwohl keine Anzeichen einer plazentaren Hypoxie erkennbar waren 215. 

Studien der vergangen Jahre weisen darauf hin, dass HIF1A einen wichtigen Einfluss 

auf die Lungenreifung nimmt; eine Alteration des HIF1A-Signalings, wie sie bei Früh-

geborenen auftritt, soll sowohl zur Entwicklung eines neonatalen Atemnotsyndrom 

beitragen als auch zur Entstehung einer bronchopulmonalen Dysplasie. So konnte 

2007 im Mausmodell nachgewiesen werden, dass der Verlust des Transkriptionsfak-

tors eine beeinträchtigte Entwicklung des Alveolarepithels zur Folge hat, der sich ein 

Atemnotsyndrom (RDS) anschließt 216. Im gleichen Jahr wurde bei frühgeborenen 

Schafen mit RDS eine Verminderung von HIF1A auf Proteinebene beobachtet 217. 

Vor diesem Hintergrund könnte die von uns bereits kurz nach Geburt beobachtete 

Beeinträchtigung des HIF-Pathways mit einer Schädigung des Alveolarepithels in 

Zusammenhang stehen, die sich in Form eines Atemnotsyndroms äußern und im 

weiteren Verlauf in eine bronchopulmonale Dysplasie übergehen könnte. 
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4.2.2.7 Hierarchische Cluster-Analyse mit dCHIP 

Bei der hierarchischen Clusteranalyse werden Patienten mit ähnlichen Genexpressi-

onsmustern Gruppen zugeordnet. Im Idealfall lassen sich auf diese Weise Patienten-

gruppen anhand ihres Genexpressionsmusters klar voneinander differenzieren.  

Unsere Analyse zeigte anhand des Genexpressionsmusters keine eindeutige Tren-

nung zwischen Frühgeborenen mit und ohne konnatale Infektion. Das ist möglicher-

weise einerseits dadurch zu begründen, dass die hier untersuchten Patintengruppen 

für eine eindeutige Trennung nicht groß genug sind und anderseits dadurch, dass die 

durch die unbekannte Erkrankungsdauer bedingte interindividuelle zeitliche Ver-

schiebung des Genexpressionsmusters zu einer Unschärfe der spezifischen Genex-

pressionsmuster zum Zeitpunkt der Geburt führt, die eine eindeutige Zuordnung der 

Patienten mittels Cluster-Analyse verhindert. 

Die Cluster-Analyse erlaubte aber die Identifikation von Clustern mit Häufungen der 

jeweiligen Patientengruppe (Abb. 28). So machten Patienten mit konnataler Infektion 

80% des Clusters A und 86% des Clusters B2 aus, während Patienten ohne konna-

tale Infektion 71% des Clusters B1 ausmachten. Die Gruppe der Frühgeborenen mit 

konnataler Infektion zeigte eine Unterteilung in zwei Subklassen mit jeweils eigenen 

Genexpressionsprofilen (Subklasse 1 und 2). Diese Ergebnisse stehen im Einklang 

mit Ergebnissen von Wong et al. 2009, die bei pädiatrischen Patienten mit septi-

schem Schock Subklassen mit jeweils spezifischen Genexpressionsprofilen identifi-

zieren konnten 218, 219. 

 

4.2.2.8 Potentielle Biomarker der konnatalen Infektion 

Zu den ungelösten Problemen der konnatalen Infektion zählt insbesondere das Feh-

len eines geeigneten Biomarkers, der eine sichere und frühzeitige Diagnosestellung 

ermöglicht – und dabei möglichst einfach zu bestimmen ist. In den vergangenen Jah-

ren wurden deshalb Proteine wie PCT 220 - 222, CD64 223, 224 und MBL 225 - 228 als po-

tentielle neue Marker der neonatalen Sepsis diskutiert. Auch der Einsatz der 

Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) zur Detektion kleinster Mengen bakterieller DNA 

wird beforscht. 

In ihrer Publikation von 2006 schätzten López Sastre et. al. 220 Procalcitonin als ei-

nen Marker mit moderater Verlässlichkeit ein; zugleich wiesen sie darauf hin, dass 
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PCT als einzelner Marker für die Erkennung der nosokomialen neonatalen Sepsis 

nicht ausreicht, in Kombination mit weiteren Parametern hingegen von Nutzen sein 

kann. 2007 berichteten López Sastre et al  221, dass Procalcitonin auch für die Diag-

nose der vertikal übertragenen Sepsis eingeschränkt nutzbar sei, sofern innerhalb 

der ersten 48 Lebensstunden jeweils spezifische Grenzwerte gewählt werden. 

Kocabas et. al. veröffentlichten 2007 eine Arbeit, in der sie eine Gruppe gesunder 

Neugeborener (n=26) mit einer Gruppe septischer Patienten (n=29) verglichen. In 

ihrer Studie untersuchten sie den Wert unterschiedlicher Parameter in der Diagnose 

der neonatalen Sepsis. Nach Auswertung der Ergebnisse kamen sie zu dem 

Schluss, dass TNFα und Procalcitonin für die Diagnose der neonatalen Sepsis bes-

ser geeignet seien als CRP, IL6 und IL8 222. 

In einer im Januar 2008 publizierten Studie untersuchten Bhandari et. al. CD64 auf 

seinen Nutzwert als diagnostischer Marker der neonatalen Sepsis. CD64 ist ein Fc-

Rezeptor auf der Oberfläche neutrophiler Granulozyten. Sie bezeichneten CD64 als 

einen hoch sensitiven Marker, der ihren Untersuchungen zu Folge in Kombination mit 

der absoluten Zahl neutrophiler Granulozyten über eine Sensitivität von 95% sowie 

einen negativen Vorhersagewert von 93% verfüge. Als weitere Vorteile nannten sie 

die rasche Verfügbarkeit der Ergebnisse sowie die im Vergleich mit anderen Parame-

tern geringeren Blutvolumina, die für die Bestimmung benötigt würden 223. 

In den vergangenen Jahren sind der Zusammenhang zwischen dem Mannose-

bindenden Lektin (MBL) und neonataler Infektion zunehmend untersucht worden. Im 

Juli 2006 berichteten Frakking et al., dass unreife Frühgeborene über geringere Kon-

zentrationen an MBL verfügen als reifere Neugeborene mit einem höherem 

Gestationsalter. Sie stellten eine positive Korrelation zwischen MBL Konzentration 

und Alter des Neugeborenen fest 225. Im November des darauf folgenden Jahres 

stellten sie zudem einen Zusammenhang her zwischen einer niedrigen MBL Kon-

zentration bei Geburt und einem erhöhten EONS-/Pneumonie-Risiko 226. Im Februar 

2008 berichteten van der Zwet et. al., dass sie in ihren Untersuchungen keinen Zu-

sammenhang zwischen MBL Genotyp und dem Risiko einer nosokomialen Sepsis 

oder einer Pneumonie feststellen konnten 227. Etwa zeitgleich bestätigten Dzwonek et 

al, dass niedrige MBL Konzentrationen in Frühgeborenen mit einem erhöhten Infekti-

onsrisiko einher gehen 228. 
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Für die frühzeitige Diagnose der konnatalen Infektion spielt die Blutkultur aus prakti-

schen Gründen nur eine untergeordnete Rolle: ihre Ergebnisse liegen erst spät vor 

und sind in vielen Fällen falsch negativ (siehe: 1.5.3.1: Hindernisse in der Therapie 

der neonatalen Sepsis). In einer im Jahr 2006 veröffentlichten Studie 6 wurde des-

halb untersucht, ob mit Hilfe der 16s rDNA Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) ein 

früherer und sicherer Bakteriennachweis möglich ist. Hierbei zeigte sich eine hohe 

Spezifität bei geringer Sensitivität: eine signifikante Zahl erkrankter Kinder mit positi-

ver Blutkultur wurde nicht erkannt. Die unzureichende Sensitivität wurde auf Schwä-

chen im Studiendesign zurückgeführt. 

Unsere Analyse zeigt, dass keines der 198 signifikant differenziell regulierten Gene 

für sich allein betrachtet eine klare Differenzierung zwischen erkrankten und nicht 

erkrankten Neugeborenen erlaubt und als alleiniger früher Biomarker fungieren könn-

te. Jedoch können ausgehend von unseren Ergebnissen Kombinationen aus mehre-

ren Genen als zukünftige Biomarker in Frage kommen. Hierbei wären vor allem die 

genannten Gene bzw. deren Genprodukte der Neutrophilenaktivierung und Deakti-

vierung von natürlichen Killerzellen sowie des Kohlenhydratstoffwechsels und des 

HIF-Pathways zu nennen. Diese Gene bzw. deren Genprodukte stellen potentielle 

Biomarker dar, die früh auf das Vorliegen einer konnatalen Infektion hinweisen könn-

ten und in weiterführenden Studien überprüft werden müssen. 

4.2.3 Validierung 

Die Microarraydaten konnten mit der durchgeführten RT-PCR mit einem r=0.74 vali-

diert werden. Dass die Korrelation der Ergebnisse der beiden Verfahren nicht höher 

ausgefallen ist, ist am ehesten zurückzuführen auf die heterogene Zusammenset-

zung der Gruppe der Frühgeborenen mit konnataler Infektion, welche sich vor allem 

im hierarchischen Clustering in Form von Subklassen gezeigt hat. Die hierfür zu-

grunde liegende heterogene Genexpression zeigt bei Einzelgennachweisen wie der 

RT-PCR eine höhere Schwankungsbreite über alle Individuen hinweg als bei 

Microarrays. 
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5 Fazit 

Trotz zahlreicher Fortschritte in der intensivmedizinischen Behandlung Früh- und 

Neugeborener stellt die konnatale Infektion des Neugeborenen bis heute eines der 

großen ungelösten Probleme in der perinatalen Medizin dar. Vor diesem Hintergrund 

eröffnet der Einsatz von Microarrays über die Identifizierung spezifischer Genexpres-

sionsmuster tiefere Einblicke in die zugrunde liegende Pathophysiologie und ermög-

licht auf diese Weise eine Weiterentwicklung der diagnostischen Möglichkeiten einer 

konnatalen Infektion. 

Im Rahmen unserer Studie ist es uns gelungen nachzuweisen, dass bereits wenige 

Minuten postpartal Unterschiede in der Genexpression erkrankter und nicht erkrank-

ter Frühgeborener bestehen. Diese betreffen im Wesentlichen Prozesse, die im Zu-

sammenhang mit einer Entzündungsantwort des Organismus stehen. Die Ergebnisse 

unserer Analyse weisen auf eine höhere Aktivität neutrophiler Granulozyten, eine 

beeinträchtigte Funktion natürlicher Killerzellen, eine stärker ausgeprägte Hypoxie 

sowie eine Störung des Kohlenhydratstoffwechsels in der Gruppe der erkrankten 

Kinder hin. Als potentielle frühe Biomarker der konnatalen Infektion kommen daher 

Kombinationen mehrerer Gene dieser Funktionsbereiche in Frage. Um die gewonne-

nen Erkenntnisse einer klinischen Anwendung zugänglich zu machen, sind weiterfüh-

rende Studien erforderlich. 
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App. Tabelle 1: Laborwerte und klinische Angaben der in die Microarrayanalyse einge-

gangenen Frühgeborenen mit konnataler Infektion (EOI) und ohne konnatale Infektion 

(non EOI). „CRP max“ gibt das maximale CRP innerhalb der ersten 72 Lebensstunden 

an. „IT-Ratio max“ gibt die maximale IT-Ratio innerhalb der ersten 72 Lebensstunden 

an. „Leukozyten max / min“ gibt die maximale / minimale Zahl von Leukozyten inner-

halb der ersten 72 Lebensstunden an. Unter „Beatmungsdauer“ ist die Dauer der Be-

atmung in Tagen angegeben. „Katecholamine“ gibt Auskunft darüber, ob Katecholami-

ne appliziert wurden. „CRIB Score“ enthält den Critical Risk Index for Babies (CRIB 

Score). „SNAP min“ gibt den minimalen Score for neonatal acute physiology (SNAP 

Score) innerhalb der ersten 72 Lebensstunden an. 
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Signifikant differenziell regulierte Gene 

Im Folgenden eine Übersicht aller signifikant differenziell regulierten Gene. Gene mit 

einer FDR < 0,05 wurden als signifikant differenziell reguliert definiert. 

 

Name Symbol ACCN FDR FC 

5-hydroxytryptamine (serotonin) 
receptor 5A HTR5A NM_024012 0.02523 1.66 

6-phosphofructo-2-
kinase/fructose-2,6-
biphosphatase 3 PFKFB3 NM_004566 0.02148 2.00 

Activating signal cointegrator 1 
complex subunit 2 ASCC2 NM_032204 0.01953 2.02 

Acyl-CoA synthetase long-chain 
family member 4 ACSL4 NM_022977 0.01609 1.90 

Acyl-CoA synthetase long-chain 
family member 6 ACSL6 AB020644 0.00013 1.98 

ADAM metallopeptidase domain 
9 ADAM9 NM_003816 0.03464 1.55 

ADP-ribosylation factor-like 2 
binding protein ARL2BP NM_012106 0.03319 1.91 

Adrenomedullin ADM NM_001124 0.00011 2.27 

Aftiphilin AFTPH NM_017657 0.01882 2.00 

AL539691 Homo sapiens FETAL 
BRAIN Homo sapiens cDNA 
clone CS0DF036YH19 5-PRIME, 
mRNA sequence   AL539691 0.01442 -1.77 

Aldehyde dehydrogenase 1 fami-
ly, member A1 ALDH1A1 NM_000689 0.00469 1.73 

Alkaline phosphatase, liv-
er/bone/kidney ALPL NM_000478 0.00043 2.32 

Amphiregulin AREG NM_001657 0.00034 2.23 

Ankyrin repeat and SOCS box 
containing 8 ASB8 NM_024095 0.02129 1.93 

Annexin A1 ANXA1 NM_000700 0.04243 1.69 

Annexin A3 ANXA3 NM_005139 0.00017 2.60 

Aquaporin 9 AQP9 NM_020980 0.00753 1.76 

ArfGAP with FG repeats 1 AGFG1 NM_004504 0.00999 2.08 

Armadillo repeat containing 8 ARMC8 NM_015396 0.02124 1.96 

Ataxin 10 ATXN10 NM_013236 0.01444 2.00 

Azurocidin 1 AZU1 NM_001700 0.00126 1.57 

Baculoviral IAP repeat containing 
2 BIRC2 NM_001166 0.01360 2.12 

B-cell CLL/lymphoma 6 BCL6 NM_001706 0.01698 2.00 

BCL2-like 13 (apoptosis 
facilitator) BCL2L13 NM_015367 0.00017 2.66 

BCL2-related protein A1 BCL2A1 NM_004049 0.00389 1.83 

Bromodomain containing 4 BRD4 NM_014299 0.01943 1.78 

Calponin 2 CNN2 NM_004368 0.00395 2.27 
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Name Symbol ACCN FDR FC 

Capping protein (actin filament), 
gelsolin-like CAPG NM_001747 0.03899 1.53 

Carbonic anhydrase IV CA4 NM_000717 0.02657 1.87 

Carcinoembryonic antigen-related 
cell adhesion molecule 1 (biliary 
glycoprotein) CEACAM1 X16354 0.03194 1.78 

Catalase CAT NM_001752 0.00000 3.51 

Catenin (cadherin-associated 
protein), alpha-like 1 CTNNAL1 NM_003798 0.02134 1.76 

Cathepsin D CTSD NM_001909 0.00724 2.00 

Cathepsin S CTSS NM_004079 0.01898 1.76 

CCAAT/enhancer binding protein 
(C/EBP), alpha CEBPA NM_004364 0.00243 2.10 

CCAAT/enhancer binding protein 
(C/EBP), beta CEBPB NM_005194 0.00044 2.35 

CD177 molecule CD177 NM_020406 0.00000 3.49 

CD93 molecule CD93 NM_012072 0.02185 1.61 

CDNA clone IMAGE:4799578   BM472587 0.03320 1.88 

CDNA FLJ11166 fis, clone 
PLACE1007242   AK002028 0.04739 -1.78 

Cell division cycle 16 homolog (S. 
cerevisiae) CDC16 NM_003903 0.00142 2.36 

Chaperonin containing TCP1, 
subunit 6A (zeta 1) CCT6A NM_001762 0.04711 1.89 

Charcot-Leyden crystal protein CLC NM_001828 0.00876 -1.60 

Chemokine (C-C motif) ligand 4 CCL4 NM_002984 0.01493 -2.01 

Chemokine (C-X3-C motif) recep-
tor 1 CX3CR1 U20350 0.00492 -2.22 

Chemokine (C-X-C motif) recep-
tor 4 CXCR4 NM_003467 0.02170 1.69 

Chromosome 12 open reading 
frame 5 C12orf5 NM_020375 0.04524 1.67 

Chromosome 5 open reading 
frame 22 C5orf22 NM_018356 0.02739 1.95 

Clone 24694 mRNA sequence   AF070620 0.01383 -2.12 

Coatomer protein complex, subu-
nit beta 2 (beta prime) COPB2 NM_004766 0.00289 2.23 

Copine I CPNE1 NM_003915 0.02472 1.79 

CREB binding protein CREBBP NM_004380 0.02253 -1.95 

CSE1 chromosome segregation 
1-like (yeast) CSE1L NM_001316 0.00712 2.14 

C-type lectin domain family 1, 
member B CLEC1B NM_016509 0.03649 -1.70 

C-type lectin domain family 4, 
member E CLEC4E NM_014358 0.04990 1.34 

Cystatin A (stefin A) CSTA NM_005213 0.04316 1.39 

Cysteine and glycine-rich protein 
1 CSRP1 NM_004078 0.02481 1.91 

Cytidine deaminase CDA NM_001785 0.00431 1.90 

Cytochrome c oxidase subunit 
VIIa polypeptide 2 like COX7A2L NM_004718 0.02077 -2.06 
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Name Symbol ACCN FDR FC 

Cytochrome P450, family 1, sub-
family B, polypeptide 1 CYP1B1 NM_000104 0.02600 1.48 

Damage-specific DNA binding 
protein 1, 127kDa DDB1 NM_001923 0.00595 2.05 

Data not found   NM_006276 0.00035 2.55 

Data not found   NM_033019 0.01793 1.95 

Data not found   NM_018468 0.03950 -1.65 

Data not found   NM_003832 0.00000 -7.42 

DDB1 and CUL4 associated fac-
tor 12 DCAF12 AB067479 0.00221 2.33 

DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box 
polypeptide 3, Y-linked DDX3Y NM_004660 0.00482 -1.59 

DEAH (Asp-Glu-Ala-His) box 
polypeptide 29 DHX29 AL079292 0.02436 1.95 

Dihydrolipoamide dehydrogenase DLD NM_000108 0.00123 2.36 

Dishevelled associated activator 
of morphogenesis 2 DAAM2 AB002379 0.02466 1.72 

Dual specificity phosphatase 2 DUSP2 NM_004418 0.00881 -1.92 

EF-hand calcium binding domain 
2 EFCAB2 AK001393 0.02750 1.89 

Esterase D ESD AF112219 0.00162 2.21 

Eukaryotic translation initiation 
factor 1A, Y-linked EIF1AY NM_004681 0.00017 -1.02 

Eukaryotic translation initiation 
factor 3, subunit C EIF3C NM_003752 0.00000 3.71 

Eukaryotic translation initiation 
factor 4 gamma, 2 EIF4G2 NM_001418 0.00014 2.70 

Family with sequence similarity 
167, member A FAM167A AJ301564 0.00897 -1.94 

Family with sequence similarity 
198, member B FAM198B NM_016613 0.02112 1.74 

Fc fragment of IgE, high affinity I, 
receptor for; alpha polypeptide FCER1A NM_002001 0.00345 -2.20 

Fc fragment of IgG, high affinity 
Ia, receptor (CD64) FCGR1A NM_000566 0.00022 2.10 

Formyl peptide receptor 1 FPR1 NM_002029 0.00018 2.26 

FXYD domain containing ion 
transport regulator 5 FXYD5 NM_014164 0.02946 -1.12 

G protein pathway suppressor 1 GPS1 NM_004127 0.00017 2.68 

G protein-coupled receptor 17 GPR17 NM_005291 0.03840 1.55 

Galanin prepropeptide GAL M77140 0.00083 -1.66 

GATA binding protein 3 GATA3 NM_002051 0.04270 -1.84 

Glucose-6-phosphate isomerase GPI NM_000175 0.00096 2.42 

Glutaminyl-peptide 
cyclotransferase QPCT NM_012413 0.00014 2.66 

Glycogenin 1 GYG1 NM_004130 0.00000 3.29 

Gon-4-like (C. elegans) GON4L NM_032292 0.03743 1.92 

Grainyhead-like 3 (Drosophila) GRHL3 AL137763 0.00868 -1.88 

Grancalcin, EF-hand calcium 
binding protein GCA NM_012198 0.00000 2.79 

Granulysin GNLY NM_012483 0.00090 -2.48 
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Name Symbol ACCN FDR FC 

Guanine nucleotide binding prote-
in (G protein), gamma 10 GNG10 NM_004125 0.00608 1.83 

H.sapiens gene from PAC 106H8   AL035301 0.00289 1.34 

Haptoglobin-related protein HPR NM_020995 0.00000 4.26 

Heat shock protein 90kDa alpha 
(cytosolic), class B member 1 HSP90AB1 NM_007355 0.00161 2.31 

Hematopoietic cell-specific Lyn 
substrate 1 HCLS1 NM_005335 0.00200 2.21 

Heme binding protein 1 HEBP1 NM_015987 0.00000 3.13 

Hexokinase 1 HK1 
NM_000188-
1 0.00027 2.43 

Hippocampus abundant 
transcript-like 1 HIATL1 NM_032558 0.04477 1.70 

Homo sapiens cDNA FLJ10281 
fis, clone HEMBB1001289   AK001143 0.00088 2.31 

Homo sapiens F-box and leucine-
rich repeat protein 5 (FBXL5), 
transcript variant 2, non-coding 
RNA   NM_033535 0.00246 2.30 

Homo sapiens LSFR2 gene, last 
exon   Y17456 0.02676 -1.98 

Homo sapiens metallothionein 1L 
(gene/pseudogene) (MT1L), non-
coding RNA   NM_002450 0.00150 -2.26 

Homo sapiens midline 1 fetal 
kidney isoform 2 (MID1) mRNA, 
complete cds   AF041209 0.01050 -2.19 

Homo sapiens signal transducer 
and activator of transcription 3 
(acute-phase response factor) 
(STAT3), transcript variant 1, 
mRNA   NM_053047 0.03854 1.87 

Human pepsinogen gene, exon 9   J00287 0.00152 2.19 

Hypothetical LOC100505876 LOC100505876 AK001814 0.03199 1.69 

Immunoglobulin mu binding pro-
tein 2 IGHMBP2 NM_002180 0.00504 -2.23 

Integrin, beta 1 (fibronectin recep-
tor, beta polypeptide, antigen 
CD29 includes MDF2, MSK12) ITGB1 NM_002211 0.04490 1.97 

Interferon gamma receptor 2 
(interferon gamma transducer 1) IFNGR2 NM_005534 0.00439 1.88 

Interleukin 10 IL10 NM_000572 0.02171 1.71 

Interleukin 8 IL8 NM_000584 0.00283 1.19 

Inversin INVS NM_014425 0.02230 -1.21 

Kallmann syndrome 1 sequence KAL1 NM_000216 0.00256 -1.79 

Kelch domain containing 4 KLHDC4 AK024496 0.03724 -2.04 

KIAA1109 KIAA1109 AB029032 0.00943 1.96 

Killer cell lectin-like receptor sub-
family C, member 2 KLRC2 NM_002260 0.02950 -1.64 

Lactate dehydrogenase A LDHA NM_005566 0.01777 1.95 

Lactotransferrin LTF NM_002343 0.00000 2.82 

Leucine-rich alpha-2-glycoprotein LRG1 NM_052972 0.03211 1.80 



160 

 

 

Name Symbol ACCN FDR FC 

1 

Leukocyte immunoglobulin-like 
receptor, subfamily B (with TM 
and ITIM domains), member 3 LILRB3 NM_006864 0.04691 1.63 

Leukotriene A4 hydrolase LTA4H AA868493 0.00270 2.34 

LIM domain kinase 2 LIMK2 NM_016733 0.01099 1.78 

Lix1 homolog (chicken) LIX1 N57256 0.00100 -2.43 

Low density lipoprotein receptor-
related protein 10 LRP10 NM_014045 0.00035 2.46 

Lysine (K)-specific demethylase 
5D KDM5D NM_004653 0.01377 -1.13 

Lysophosphatidic acid receptor 6 LPAR6 NM_005767 0.02123 1.71 

Lysyl oxidase-like 2 LOXL2 NM_002318 0.00176 2.04 

Mediator complex subunit 16 MED16 NM_005481 0.00243 2.02 

Membrane bound O-
acyltransferase domain contain-
ing 7 MBOAT7 S82470 0.03506 1.62 

Membrane-spanning 4-domains, 
subfamily A, member 3 (hemato-
poietic cell-specific) MS4A3 NM_006138 0.00019 2.34 

Membrane-spanning 4-domains, 
subfamily A, member 4 MS4A4A NM_024021 0.00534 1.91 

Methyltransferase like 21B METTL21B AL050100 0.00126 2.49 

Molybdenum cofactor sulfurase MOCOS NM_017947 0.00006 2.72 

Multiple C2 domains, transmemb-
rane 2 MCTP2 NM_018349 0.04497 1.55 

Muscle RAS oncogene homolog MRAS NM_012219 0.03492 1.57 

Myeloperoxidase MPO NM_000250 0.00013 2.24 

Neutrophil cytosolic factor 2 NCF2 NM_000433 0.00428 2.08 

Nicotinamide N-
methyltransferase NNMT NM_006169 0.00313 2.11 

Nuclear receptor interacting pro-
tein 1 NRIP1 NM_003489 0.02121 1.95 

Ornithine aminotransferase OAT NM_000274 0.00062 2.44 

Pallidin homolog (mouse) PLDN AF131859 0.03010 1.80 

Palmitoyl-protein thioesterase 1 PPT1 NM_000310 0.04897 1.76 

PDZ and LIM domain 7 (enigma) PDLIM7 NM_005451 0.03002 1.78 

Pellino homolog 1 (Drosophila) PELI1 NM_020651 0.02216 1.52 

Peptidase inhibitor 3, skin-derived PI3 NM_002638 0.00850 -2.18 

Peptidoglycan recognition protein 
1 PGLYRP1 NM_005091 0.00012 2.42 

Peptidyl arginine deiminase, type 
IV PADI4 NM_012387 0.00380 2.14 

Peroxisomal biogenesis factor 2 PEX2 NM_000318 0.00975 2.13 

PH domain and leucine rich re-
peat protein phosphatase 2 PHLPP2 AB023148 0.02747 -1.93 

Phosphate cytidylyltransferase 1, 
choline, beta PCYT1B NM_004845 0.01498 -1.73 

Phosphoglycerate kinase 1 PGK1 NM_000291 0.00000 4.16 

Phospholipase B domain 
containing 1 PLBD1 NM_024829 0.00000 3.60 
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Name Symbol ACCN FDR FC 

Phospholipid scramblase 1 PLSCR1 NM_021105 0.00016 2.55 

Plexin C1 PLXNC1 AF035307 0.02058 1.96 

Protein phosphatase 1, catalytic 
subunit, beta isozyme PPP1CB NM_002709 0.02145 1.94 

Protein tyrosine phosphatase, 
non-receptor type 22 (lymphoid) PTPN22 NM_015967 0.00273 2.33 

Protein tyrosine phosphatase, 
receptor type, C PTPRC NM_002838 0.00137 2.30 

Proteinase 3 PRTN3 NM_002777 0.00160 1.76 

RAD23 homolog A (S. cerevisiae) RAD23A NM_005053 0.03203 1.75 

Recombination signal binding 
protein for immunoglobulin kappa 
J region RBPJ BE737594 0.03760 1.99 

Regulator of chromosome 
condensation 1 RCC1 AJ006835 0.01770 1.84 

Regulator of G-protein signaling 1 RGS1 BC015510 0.00086 -1.96 

Ribophorin I RPN1 NM_002950 0.04181 1.86 

Ribosomal protein S29 RPS29 AA381384 0.03066 1.58 

RNA binding motif protein 8A RBM8A AL049219 0.02124 1.79 

S100 calcium binding protein A12 S100A12 NM_005621 0.00003 2.42 

S100 calcium binding protein A8 S100A8 NM_002964 0.00066 2.07 

S100 calcium binding protein A9 S100A9 AA318707 0.00112 2.14 

S100 calcium binding protein P S100P NM_005980 0.00004 2.55 

SEC31 homolog A (S. cerevisiae) SEC31A NM_016211 0.01347 2.12 

Selenium binding protein 1 SELENBP1 NM_003944 0.00385 2.09 

Serine/arginine-rich splicing fac-
tor 3 SRSF3 AL050041 0.02063 -1.92 

Serpin peptidase inhibitor, clade 
B (ovalbumin), member 1 SERPINB1 NM_030666 0.00179 2.27 

SET domain containing 2 SETD2 AJ238403 0.02138 1.97 

SH3KBP1 binding protein 1 SHKBP1 AF258553 0.03031 1.92 

Similar to hCG2018832 LOC100292444 U60873 0.01471 -1.67 

SLIT-ROBO Rho GTPase activat-
ing protein 2 SRGAP2 AB007925 0.00995 -1.89 

Solute carrier family 2 (facilitated 
glucose transporter), member 11 SLC2A11 NM_030807 0.00043 2.15 

Spondin 2, extracellular matrix 
protein SPON2 NM_012445 0.04279 -1.81 

Sterol-C4-methyl oxidase-like SC4MOL NM_006745 0.01602 1.87 

Stress-associated endoplasmic 
reticulum protein 1 SERP1 AL136807 0.00000 4.17 

Syntrophin, alpha 1 (dystrophin-
associated protein A1, 59kDa, 
acidic component) SNTA1 NM_003098 0.04627 1.63 

Synuclein, alpha (non A4 compo-
nent of amyloid precursor) SNCA AI929792 0.03675 -1.66 

Transmembrane BAX inhibitor 
motif containing 6 TMBIM6 NM_003217 0.02121 2.02 

Tripartite motif containing 23 TRIM23 NM_001656 0.02571 1.94 

TRK-fused gene TFG NM_006070 0.02230 1.97 
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Name Symbol ACCN FDR FC 

Tumor necrosis factor (ligand) 
superfamily, member 13b TNFSF13B AW963062 0.00426 1.66 

Vacuolar protein sorting 35 
homolog (S. cerevisiae) VPS35 NM_018206 0.01590 2.05 

V-maf musculoaponeurotic 
fibrosarcoma oncogene homolog 
(avian) MAF AF055376 0.01391 1.95 

X (inactive)-specific transcript 
(non-protein coding) XIST X56196 0.00004 1.47 

X-linked Kx blood group (McLeod 
syndrome) XK NM_021083 0.02168 1.94 

Zer-1 homolog (C. elegans) ZER1 NM_006336 0.00390 2.20 

Zinc finger E-box binding 
homeobox 1 ZEB1 NM_030751 0.00679 -1.72 

Zinc finger protein 671 ZNF671 NM_024833 0.00000 -2.69 

Zinc finger, CCHC domain con-
taining 2 ZCCHC2 NM_017742 0.00975 -2.14 

 

App. Tabelle 2: Signifikant differenziell regulierte Gene, alphabetisch nach Namen ge-

ordnet. 
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Überrepräsentierte Kategorien nach DAVID 

 

Kategorie Name 

Absolute 
Zahl ent-
haltener 
Gene p-Wert 

GOTERM_BP_ALL GO:0006952~defense response 29 2.94E-10 

GOTERM_BP_ALL GO:0050896~response to stimulus 59 1.68E-07 

GOTERM_BP_ALL GO:0009611~response to wounding 21 2.40E-06 

GOTERM_BP_ALL GO:0006954~inflammatory response 16 1.99E-05 

GOTERM_BP_ALL 
GO:0009605~response to external stimu-
lus 23 2.26E-05 

GOTERM_BP_ALL GO:0006955~immune response 22 8.18E-05 

GOTERM_BP_ALL GO:0002376~immune system process 27 1.13E-04 

GOTERM_BP_ALL GO:0001775~cell activation 13 1.73E-04 

GOTERM_BP_ALL GO:0051704~multi-organism process 13 1.87E-04 

GOTERM_BP_ALL 
GO:0042221~response to chemical 
stimulus 20 2.21E-04 

GOTERM_BP_ALL GO:0045321~leukocyte activation 12 2.46E-04 

GOTERM_BP_ALL GO:0006950~response to stress 31 3.64E-04 

GOTERM_BP_ALL GO:0009607~response to biotic stimulus 12 7.36E-04 

GOTERM_BP_ALL 
GO:0043066~negative regulation of 
apoptosis 12 7.90E-04 

GOTERM_BP_ALL 
GO:0043069~negative regulation of pro-
grammed cell death 12 8.48E-04 

GOTERM_BP_ALL GO:0051674~localization of cell 15 0.00284073 

GOTERM_BP_ALL GO:0006928~cell motility 15 0.00284073 

GOTERM_CC_ALL 
GO:0016023~cytoplasmic membrane-
bound vesicle 15 3.08E-04 

GOTERM_CC_ALL GO:0005576~extracellular region 25 3.15E-04 

GOTERM_CC_ALL GO:0031988~membrane-bound vesicle 15 3.70E-04 

GOTERM_CC_ALL GO:0005615~extracellular space 15 5.28E-04 

GOTERM_CC_ALL GO:0031410~cytoplasmic vesicle 15 0.0018432 

GOTERM_CC_ALL GO:0031982~vesicle 15 0.00222005 

GOTERM_MF_ALL GO:0005515~protein binding 112 0.0099942 

SP_PIR_KEYWORDS Direct protein sequencing 62 4.83E-07 

UP_SEQ_FEATURE disulfide bond 39 3.12E-04 

UP_SEQ_FEATURE sequence variant 83 0.00891993 

 

App. Tabelle 3: Überrepräsentierte biologische Gruppen nach DAVID. 

 

 

 


