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Einleitung und Fragestellung 5

1. Einleitung und Fragestellung

1.1. Einleitung

Die Vaginalflora einer Frau wird als eine natiirlich vorhandene mikrobielle Besiedelung
der Vagina bezeichnet. Verschiedene Arten der Laktobazillen bilden die so genannten
Doderlein-Bakterien, die ein Teil der natiirlichen Scheidenflora der Frau sind. Unter
normalen Bedingungen befinden sich in der Flora bis zu 95% Laktobazillen, am haufigsten
vertreten sind die fiir die Bildung von H,O, verantwortlichen Lactobacillus crispatus, L.
jensenii und L. gasseri [1-5]. Da die natiirliche, mikrobielle Besiedelung von Frau zu Frau
sehr stark variieren kann, wird fiir die Bewertung der vaginalen Flora der Nugent-Score

herangezogen.

Zu den Hauptfunktionen der Ddderlein-Bakterien zdhlt zum einen die Erfiillung einer
Platzhalterfunktion, indem sie mit ihrer Kolonisationsresistenz ein Wachstum anderer
schidlicher Keime verhindern. Zudem zdhlt man das durch Laktobazillen produzierte
H,0; zu den wichtigsten Verbindungen der vaginalen Abwehr. Durch deren Interaktion
mit Peroxidasen werden Oxidantien gebildet, die fiir viele Bakterien toxisch wirken [6].
Zusitzlich sind Laktobazillen fiir die Aufrechterhaltung des sauren Scheidenmilieus
verantwortlich. Die Ansduerung wird unter dem Einfluss von Ostrogenen und Gestagenen
hervorgerufen. Sie stellen aus der Glucose, welche aus den Epithelzellen der Vagina
gewonnen wurden, Milchsdure her, wodurch eine Ansduerung des Scheidenmilieus
hervorgerufen wird. Der niedrige Scheiden-pH von 3,8-4,5 bietet einen effektiven Schutz
vor vaginalen Infektionen, da eine Vielzahl von pathogenen Keimen unter diesen

Bedingungen nicht gedeihen kann.

Die normale Vaginalflora ist von grofler Bedeutung fiir den Schutz vor vaginalen

Infektionen durch pathogene, genitale Keime, zu denen man auch HIV zéhlt.

Wird die physiologische Laktobazillenpopulation durch anaerobe Bakterien wie z.B.
Gardnerella vaginalis, Ureaplasma urealyticum, Mycoplasma hominis, Mobiluncus
species, Prevotella species und anderen Anaerobiern [7-14] verdringt, kommt es zu einer

verminderten Milchsdureproduktion. Unabhingig von der Klinik kommt es zu einer
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Alkalisierung des Scheidenmilieus, welches wiederum ein ideales Milieu fiir die

Besiedelung mit opportunistischen Keimen bietet.

Zu den weltweit hdufigsten Erkrankungen des Urogenitaltraktes bei gebarfahigen [15, 16]
Frauen gehort neben Infektionen mit Candida albicans und Trichomonaden [17] die
bakterielle Vaginose (BV) mit einer Pravalenz von 9-37% je nach untersuchter Population
[18, 19]. Durch diese Erkrankungen werden schwerwiegende Komplikationen sowohl bei
schwangeren, als auch bei nicht schwangeren Frauen hervorgerufen, wodurch eine
frithzeitige Erkennung der Erkrankung von Noten ist. Die momentane Diagnostik wird
jedoch durch den zu 50% asymptomatischen Krankheitsverlauf deutlich erschwert [21],

zumal die Pathogenese dieser Krankheit noch nicht vollstindig geklért ist.

Ein wichtiger Gesichtspunkt der Pathogenese der BV ist die Verminderung vaginaler
Laktobazillen. Eine Kohortenstudie iiber 182 Frauen, die in einer Klinik in Amerika im
urogenitalen Bereich behandelt wurden, bewies, dass der Erwerb einer BV mit einem
Mangel an H,O, — produzierenden Laktobazillen assoziiert ist (HR 4.0, P< 0,001). Dieser
Zusammenhang konnte bei Frauen mit einer Candida- oder Trichomonadeninfektion nicht

nachgewiesen werden [22].

Die Bakterien der BV sind durch die Produktion der Enzyme Decarboxylase und
Aminopeptidase in der Lage, Aminosduren und andere Verbindungen zu Aminen
umzuwandeln [11, 12], welche fiir den typischen, fischdhnlichen Geruch des Fluors bei
BV verantwortlich sind. Dieser Vorgang, kombiniert mit der fehlenden Bildung von
Milchsédure durch die verringerte Anzahl an Laktobazillen, bewirkt eine Alkalisierung des

vaginalen pH und einen starken Ausfluss [11, 12].

Wenn Symptome vorhanden sind, handelt es sich meistens um einen fischdhnlich
riechenden Ausfluss [12-14], seltener um Juckreiz, vaginales Brennen [23, 24] und
dadurch bedingte Dyspareunie. Allerdings kann sich die BV auch mit einer Vielzahl von
atypischen Symptomen, verursacht durch ein Ungleichgewicht der normalen Vaginalflora,

manifestieren.
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Es existieren eine Vielzahl von Risikofaktoren, die mit Hilfe von Studien belegt wurden
[23]:

- Schwarze Hautfarbe

- Rauchen

- Sexualverkehr bereits in sehr friihem Alter [25]

- Oraler Sex

- Neuer oder viele verschiedene Sexualpartner

- Héufige Intimpflege [26]

- Sex wihrend der Menstruation

- Sexuelle Aktivititen unter Frauen

Bakterielle Vaginose betrifft dreimal so hdufig Frauen aus einer schwarzen Bevolkerung,
als aus einer Weillen [7, 27, 28]. In Verbindung mit diesen Ergebnissen kann vielleicht
auch die vermehrte Friithgeburtlichkeit und das geringe Geburtsgewicht von Neugeborenen

bei schwarzen Frauen erklart werden [29].

FEin signifikanter Zusammenhang mit BV besteht bei Frauen, die ein Intrauterinpessar

verwenden [30-33].

Auch verschiedene sexuelle Verhaltensweisen, zu denen oraler Sex, hdufiger Wechsel von
Geschlechtspartnern [25, 30, 34], Geschlechtsverkehr wihrend der Menstruation und
Sexualitdt unter Frauen zihlen, gelten als Risikofaktoren [29, 35-37]. Als sexuell
tibertragbare Krankheit wird die bakterielle Vaginose jedoch nicht bezeichnet, da es
durchaus erkrankte Frauen gibt, die noch nie vaginalen Geschlechtsverkehr hatten. 2003
wurde in Amerika eine Studie liber Frauen durchgefiihrt, die dem amerikanischen Militar
beitreten wollten. 27% dieser Frauen waren an BV erkrankt, darunter waren 28% der
Frauen mit sexueller und 18% der Frauen ohne sexueller Erfahrung [38]. Allerdings
konnte weder in dieser Studie, noch in der Studie von Gutmann 2005 [27] ein
Zusammenhang zwischen bereits in der Krankengeschichte vorkommenden sexuell-
tibertragbaren Krankheiten und einer erhdhten Privalenz von bakterieller Vaginose

festgestellt werden.
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Die Ursachen fiir die Erkrankung mit bakterieller Vaginose sind derzeit noch nicht geklart
[9, 11, 24, 34]. Jedoch gibt es einen Ansatzpunkt, der hormonelle Schwankungen wéhrend
des Menstruationszyklus mit mikrobiologischen Verdnderungen in der Vagina assoziiert
[4, 8, 39]. Meistens kommt es kurz nach der Menstruation, wenn der Ostradiolspiegel am
hochsten ist, zur Erkrankung. Diese These wird auch durch die Feststellung unterstiitzt,
dass kaum pripubertire Méadchen oder postmenopausale Frauen an bakterieller Vaginose

erkranken [4, 8].

Die Diagnose der BV erfolgt in der Praxis am hdufigsten anhand der Amsel Kriterien, von

denen mindestens drei positiv sein miissen [30]:

- typischer grau-weisser, homogener Ausfluss

- vaginaler pH-Wert > 4,5 [12]

- positiver Amintest (Whiff-Test): Geruchsverstdrkung (typischer Fischgeruch) bei
Zugabe von 10%iger KOH-Losung zum Fluor

- mikroskopischer Nachweis von Schliisselzellen (clue cells)

Abbildung 1: Schliisselzellen [40]

Die Schliisselzellen entstehen als Folge einer Desquamation durch bakterielle Zytotoxine.
Diese beschéddigten Plattenepithelzellen werden mit vielen Bakterien, vor allem

Gardnerella vaginalis, besetzt und als ,,clue cells* bezeichnet [11].

Alternativ kann die Differentialdiagnose von vaginalen Infektionen durch die

mikroskopische Untersuchung des Abstrichpriparates nach Gram-Farbung gestellt werden.
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Diese sollte aber nach eindeutigen Kriterien nach Spiegel oder Nugent beurteilt werden
[41, 42]. Dabei wird die durchschnittliche Anzahl von Laktobazillen, von Gardnerella
vaginalis und von Anaerobiern, vor allem Bacteroides spp. , Mobiluncus spp. , pro
Gesichtsfeld bestimmt. Diese Methode wird von vielen als Goldstandard der Diagnostik
von BV bezeichnet. Die Interpretation von Grampriparaten ist jedoch sehr zeitaufwendig
und bendtigt ein gewisses Mal3 an Erfahrung, weshalb sie fiir eine tdgliche Diagnostik nur

selten herangezogen wird.

Kulturuntersuchungen hinsichtlich Gardnerella vaginalis und Candida spp. sind einerseits
hoch sensitiv, kdnnen andererseits nicht fiir die Diagnose der bakteriellen Vaginose
empfohlen werden, da es einen hohen Anteil von Frauen gibt, die zwar in der Kultur
positive Befunde beziiglich G. vaginalis aufweisen, ansonsten vollig asymptomatisch sind.
Diese Frauen haben keine Infektion sondern eine physiologische Besiedelung und sind
daher nicht behandlungsbediirftig. Folge dessen besteht die Notwendigkeit einer einfachen
und unkomplizierten Methode der Diagnostik, die in der Klinik jederzeit anwendbar ist
[27]. Ein alleiniger Nachweis von Gardnerella vaginalis im Vaginalabstrich ist nicht
hinweisend auf eine BV, da Gardnerella auch bei gesunden Frauen in der Vaginalflora

anzutreffen ist [14].

Die Untersuchung von Zervikalschleimhaut durch Papanicolauttests zur Diagnose von BV
ist durch eine sehr niedrige Sensitivitit gekennzeichnet [10]. Eine frithe und rechtzeitige
Diagnose ist entscheidend fiir die Vermeidung folgender moglicher Komplikationen:
Endometritis [12, 13, 43], nicht durch Gonokokken oder Chlamydien hervorgerufene
Beckenbodenentziindung [44, 45] oder ein erhdhtes Risiko der Infizierung und

Ubertragung von HIV [16, 46-51] oder HSV-2 [16, 52].

Das Ungleichgewicht der normalen Scheidenflora und die damit verbundenen

Zytokinverschiebungen sind hédufig auch eine Ursache fiir idiopathische Infertilitat [53].

In der Schwangerschaft ist BV oft assoziiert mit frithzeitigem Blasensprung [54],
Chorioamnionitis [55, 56], Amnioninfektionssyndrom [57], vorzeitiger Wehentétigkeit

[12, 58], Frithgeburtlichkeit [11, 16, 57-60] und postpartaler Endometritis [7, 10, 61-63].
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Auch bei Kindern wurden postpartum Komplikationen dokumentiert. Bakteriéimie,
nekrotisierende Enterokolitis, hypoxische, ischdmische Enzephalopathie und zerebrale

Kinderlahmung, werden mit bakterieller Vaginose in Verbindung gebracht [64-67].

Die orale bzw. vaginale Antibiotikatherapie mit Metronidazol oder Clindamycin stellt das
Mittel der Wahl dar und heilt die meisten Frauen. Allerdings ist zu beachten, dass es bei

1/3 der Patientinnen zu einer Spontanremission kommt.

Die Rezidiverkrankung mit bakterieller Vaginose wird sehr hdufig beobachtet [68]. Nicht
selten kommt es zu rezidivierenden Episoden [8, 11] und die Wahrscheinlichkeit nach
bereits erfolgter Therapie wieder an BV zu erkranken, ist dreifach erhoht [20]. Die hohe
Anzahl an Rezidiven ldsst sich damit erkldren, dass die Behandlung der bakteriellen
Vaginose mit Metronidazol die bakterielle Mikroflora nur kurzzeitig unterdriickt. Bereits
kurz nach einer Therapie mit Metronidazol konnte wieder ein Biofilm vor allem der

Leitkeime Gardnerella Vaginalis, als auch Atopobium vaginae festgestellt werden [69].

Neueste Forschungsergebnisse zeigen eine starke Assoziation von Atopobium vaginae
(A. vaginae) mit BV [69-71]. A. vaginae wurde bis vor kurzem noch zu den Laktobazillen
gezdhlt, da sich dieser Erreger mikroskopisch kaum von Laktobazillen unterscheiden lies.
A. vaginae konnte ausschlielich bei Patientinnen, die an BV erkrankt waren, festgestellt
werden. Es zeigte sich eine Resistenz von A. vaginae gegeniiber Metronidazol, da sich der
bakterielle Mikrofilm durch dieses Chemotherapeutikum nicht beseitigen lies [69, 72].
Damit ware erkldrt, warum nach der Therapie und einem anfénglich normalen Vaginal-pH,
sowie Beschwerdefreiheit und unauffalligen Nativpraparaten bereits nach einigen Wochen

bei iiber 60% der Frauen eine Rezidiverkrankung auftritt.

Des Weiteren konnte A. vaginae nur selten ohne die Prisenz von G. vaginalis festgestellt
werden. Bei Frauen, die mit beiden Erregern erkrankt waren, zeigte sich eine deutlich
hohere Rezidivrate (83%) als bei Frauen, in deren Vaginalflora nur G. vaginalis

nachweisbar war (38%) [71].
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Im Hinblick auf die Vielzahl der Komplikationen der BV ist es wichtig,
Behandlungsmoglichkeiten zu entwickeln, deren Effektivitit durch eine lang anhaltende

Verdanderung und Aufrechterhaltung des natiirlichen, vaginalen Biofilms charakterisiert ist.

Ein ganz neuer Gesichtspunkt der Diagnostik ist der Immunstatus der Vagina. Hierbei
stellt sich die Frage, ob bei BV-Verdanderungen der lokalen Immunantwort in der Scheide
vorliegen, die eine bessere und frithere Diagnose ermdglichen konnten, selbst, wenn die
Frauen noch asymptomatisch sind. Uber die lokale Immunantwort bei vaginalen
Infektionen, zu denen man auch die BV zihlt, ist noch nicht allzu viel bekannt. Eine offene
Frage ist zum Beispiel, in wieweit das lokale Immunsystem in den Verlauf der Krankheit
involviert ist, insbesondere wenn es sich um einen sichtbar symptomlosen Verlauf handelt.
Laut momentanem Wissensstand ist die zellvermittelte Immunantwort hauptsidchlich

verantwortlich fiir die Abwehr von lokalen, bakteriellen Infektionen in der Vagina.

Beim Menschen werden zwei Abwehrmechanismen unterschieden. Ein Abwehrsystem
stellt die natiirliche, angeborene Resistenz dar, die auf den biologischen und chemischen
Eigenschaften der Grenzflichenorgane, sowie auf dem unspezifischen Abwehrsystem
beruht. Dabei unterscheidet man die unspezifische zelluldre Abwehr durch Makrophagen,
Monozyten, Granulozyten und Natiirlichen Killerzellen (NK) von der unspezifischen
humoralen Abwehr mit Akute-Phase-Proteine, Komplementsystem und Gerinnung. Auch

bei wiederholten Infektionen bleibt diese Form der Resistenz unverandert.

Hauptzellen der angeborenen Immunantwort sind die Phagozyten, deren Aufgabe es ist,
Fremdzellen aufzunehmen und abzutéten. Viele Mikroorganismen haben Mechanismen
entwickelt, die es ihnen ermoglichen zu iiberleben und sich teilweise sogar in den
Phagozyten zu vermehren, so dass es der natiirlichen Immunabwehr nicht immer moglich
ist, diese Fremdzellen zu eliminieren [73]. Genau in dieser Situation kommt es auf den
zweiten Abwehrmechanismus des menschlichen Korpers an: die spezifische, erworbene
Immunitdt. Dabei unterscheidet man zwischen der spezifischen zelluldiren Abwehr (T-
Lymphozyten) und der spezifischen humoralen Abwehr (Immunglobuline). Die Resistenz
wird nach wiederholten Infektionen verbessert. Im Zuge der spezifischen zelluldren
Abwehr (CMI) kommt es auf die Aktivierung der T-Lymphozyten an. Eine zentrale Rolle

spielen die APC’s, so genannte antigenprisentierende Zellen, wie z.B. Makrophagen und
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dendritische Zellen. Deren Aufgabe ist es, Mikroorganismen aufzunehmen, zu den
Lymphknoten zu transportieren und deren Antigene auf der Oberfliche zusammen mit
HLA-Klasse-1, bzw. -2- Molekiillen den T-Lymphozyten zu prisentieren. Durch die
Bindung an ihre spezifischen Antigene werden T-Lymphozyten aktiviert und setzen
Interleukine frei. Dieser Vorgang l0st eine Entziindungsreaktion aus und beeinflusst die
Proliferation und Differenzierung der T-Lymphozyten zu antigenspezifischen T-
Lymphozyten [73-75]. Ein Teil dieser entwickelt sich zu Gedachtniszellen, die bei einem
erneuten Antigenkontakt zu einer schnelleren und stirkeren Immunreaktion fiihren
konnen. Der andere Teil proliferiert zu Effektorzellen, differenziert zu zytotoxischen T-

Killer-Zellen oder zu T-Helfer-Zellen.

Entscheidend fiir die T-zellulire Abwehr bakterieller Infektionen sind native CD4'-T-
Helferzellen der MHC-Klasse-2. Durch friihe Stimulatoren wihrend der Immunantwort
kommt es zu einer Differenzierung aus der nativen CD4 -Vorliuferzelle in
Subpopulationen von Tyl- und Ty2-Typ. Der wichtigste Ausloser flr die Tyl-
Differenzierung ist IL-12, als Antwort auf intrazelluldre Bakterien. Man zdhlt zu ihnen
Listeria oder Mycobakterien, aber auch Parasiten, wie z.B. Leishmania, die sowohl
Makrophagen, als auch NK infizieren oder aktivieren kdnnen. Manche Mikroorganismen
greifen direkt den Toll-like Rezeptor von Makrophagen und dendritischen Zellen an und
aktivieren diese zur direkten Ausschiittung von IL-12. Andere Mikroorganismen
stimulieren indirekt {iber die Stimulierung von NK, die Produktion von IFN-gamma und
somit die Ausschiittung von IL-12 aus Makrophagen. IL-12 bindet an den Rezeptor von
antigen-stimulierten CD4'-T-Lymphozyten und aktiviert somit den Transkriptionsfaktor
STAT4, der fiir die Differenzierung in die Subpopulation von Ty1-Typ verantwortlich ist.
T-bet ist ein weiterer Transkriptionsfaktor, aktiviert durch IFN-gamma, der eine
wesentliche Rolle in diesem Reaktionsweg spielt. In der Tyl-Subpopulation werden
vorwiegend proinflammatorische Zytokine wie z.B. IL-2, IL-6 und IL-12 produziert.
Deren Aufgabe ist es die CMI zu fordern, die Produktion von NO zu unterstiitzen und die
Freisetzung von Ty2-Zytokinen zu inhibieren. Die Differenzierung der CD4'-T-
Lymphozyten in den Reaktionsweg desTy2-Typ erfolgt bei Kontakt mit
Wurmerkrankungen oder Allergenen, die oft eine chronische T-Zell-Stimulierung
bewirken und nicht unbedingt assoziiert sind mit einer akuten Makrophagenaktivierung.

IL-4 spielt bei diesem Weg eine sehr bedeutende Rolle, indem es den Transkriptionsfaktor
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4 aktiviert und somit die Differenzierung zur Ty2-Subpopulation induziert. GATA-3 ist
ebenfalls ein wichtiger Transkriptionsfaktor flir diesen Aktivierungsweg der
Immunreaktion. I1L-4, IL-5, IL-10 [76] sind die maBgeblichen Zytokine der Ty2-
Subpopulation und unterbinden die Ausschiittung von Tyl-Typ-Zytokinen [73]. Im
Gegensatz zur CMI bewirken die Zytokine der Ty2-Zellen die Aktivierung der B-
Lymphozyten und somit die humorale Immunreaktion mit der Ausschiittung von

antigenspezifischen Antikorpern.

Mit Hilfe der nachfolgenden Abbildung soll der Weg von der nativen CD4"-T-Zelle zu

Tul- und Ty2-Lymphozyten noch einmal verdeutlicht werden.

T cell
activation

Early T cell Activated

: ey macrophages,
differentiation dendritic cells

From other
cellular
v -sources?

Paracrine and
autocrine
cytokine-driven
polarization

Full
differentiation
into polarized
Tyl and T2

subsets

© Elsevier 2005. Abbas & Lichtman: Cellular and Molecular Immunology 5e www.studentconsult.com

Abbildung 2: Die Entstehung von Tyl- and Ty2- Subpopulationen [73]
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In dieser Studie wurde unter anderem Interleukin-1 im Vaginalsekret von Patientinnen und
einer Kontrollgruppe bestimmt. IL-1 wird hauptsidchlich von mononuklearen Phagozyten
produziert und besteht aus zwei unterschiedlichen Formen: IL-1a und IL-18. Beide binden
an den gleichen Rezeptor und haben die gleiche Funktion, sind aber unterschiedliche
Proteine. In niedriger Konzentration ist IL-1 ein Mediator von lokalen Infektionen. Auf
Endothelzellen bewirkt es eine erhdhte Expression von Oberflichenmolekiilen, um eine
Leukozytenadhdsion zu verstirken und die Chemokinproduktion zu férdern. In hoher
Konzentration tritt das Interleukin in die Blutbahn ein und hat endokrine Funktionen.
Systemisches IL-1 hat die Moglichkeit, gemeinsam mit TNF, Fieber zu erzeugen und die

Ausschiittung von Akute-Phase-Proteine durch die Leber zu induzieren.

Bei IL-1a handelt es sich um ein nicht-glykolisiertes Polypeptid mit 159 AS und einer

molekularen Masse von 18kDa.

IL-1B8 1ist ebenfalls ein nicht-glykolisiertes Polypeptid mit 153 AS wund einer

Molekularmasse von 17 kDa.

IL-5, welches auch in dieser Studie untersucht wurde, liegt als nicht-glykolisiertes Dimer
vor mit 132 AS und einer Molekularmasse von 26,5kDa. Es wird hauptsichlich von Ty2-
Lymphozyten und aktivierten Mastzellen produziert und ist sowohl fiir die Aktivierung, als

auch fiir die Differenzierung von eosinophilen Granulozyten verantwortlich.

Des Weiteren bestimmten wir IL-10 im Vaginalsekret, welches als 160 AS langes, nicht
kovalent-gebundenes Homodimer vorliegt und die Grofle von 35 kDa ausweist. IL-10
inhibiert als antiinflammatorisches Zytokin die Synthese der Tyl-Zytokine und ist somit

ein wichtiger Mediator in der Suppression der Immunantwort bei Entziindungsreaktionen.
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1.2. Fragestellung

Ziel der vorliegenden, experimentellen Studie ist es, die proinflammatorischen und
antiinflammatorischen Zytokine im vaginalen Fluor bei gesunden Frauen und bei Frauen,
welche an bakterieller Vaginose erkrankt sind zu bestimmen. Im Hinblick auf die
Verdnderung der Interleukinzusammensetzung bei Gesunden im Vergleich zu Erkrankten,
erhoffen wir uns Ergebnisse, die uns einen Einblick in die lokale Immunabwehr im
Krankheitsverlauf der BV verschaffen. In diesem Zusammenhang wire es moglich, das
Verstindnis fiir die Pathogenese zu erweitern und auf lange Sicht verbesserte

diagnostische und therapeutische Ansétze zu etablieren.

Im Folgenden wurde das Vaginalsekret von 160 gesunden und 50 an BV erkrankten
Frauen, als Kontrollgruppe, untersucht. Mittels Enzyme-linked-immuno-sorbent-assay
(ELISA) konnten sowohl die proinflammatorischen Interleukine IL-1a, IL-18, als auch die

antiinflammatorischen Interleukine IL-10 und IL-5 bestimmt werden.
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2. Material und Methode
2.1. Material
2.1.1. Patientinnen

2.1.1.1.  Gesunde Patientinnen

Die Interleukinzusammensetzung der Vaginalflora gesunder Frauen wurde als Basiswert
bendétigt, um diese mit den Konzentrationen der jeweiligen Interleukine an BV erkrankten

Frauen vergleichen zu konnen.

Die Proben gesunder Frauen (n=160) wurden aus den Praxen von Dr. Grum in Altdorf und

von Dr. Wohlsberger in Ingolstadt zur Verfiigung gestellt.

Bei den Gesunden handelte es ich um Patientinnen mit einem Altersmedian von 26 Jahren
(Alter 18-35 Jahre), die ganz normal zur Vorsorge in diese Praxen gekommen waren und

keinerlei Symptomatik zeigten oder Beschwerden &uf3erten.

2.1.1.2.  Patientinnen mit bakterieller Vaginose

Die Proben der Kontrollgruppe (n=50) von Patientinnen mit bakterieller Vaginose
wurden in der Praxis von Dr. Mielzarek entnommen. Dabei handelte es sich um
Patientinnen mit einem Altersmedian von 33 Jahren (zwischen dem 16. und 50.
Lebensjahr), die drei der folgenden vier Kriterien erfiillten: vaginaler, diinnfliissiger,
homogener Ausfluss, Amingeruch des Fluors, besonders nach Alkalisierung mit 10%
KOH und einem vaginalen pH > 4,5. Auflerdem waren im Nativpriparat der
Patientinnen teilweise so genannte ,,clue cells* auffindbar. Dabei handelt es sich um
dichte Ansammlung von Bakterien, ein so genannter Bakterienrasen, auf den

Epithelzellen.
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Die Vaginalflora von Patientinnen in der Schwangerschaft, in der Stillzeit und innerhalb
der ersten 8 Wochen postpartal wurden in dieser Studie ebenso wenig herangezogen wie
die Vaginalflora von prd- oder postmenopausalen Patientinnen. Auch Patientinnen mit
momentaner Menstruationsblutung und vaginalem Begleitinfekt, wie z.B. Soor wurden

nicht in die Studie eingeschlossen.

2.2. Methode

2.2.1. Vaginalabstriche

Bei jeder Patientin wurde mittels eines gepriiften Wattetrdgers eine Probe aus dem hinteren

Scheidengewolbe entnommen.

Um fiir die Zytokinbestimmung entsprechendes Abstrichmaterial zu erhalten, wurden die
Vaginalabstriche folgendermaflen durchgefiihrt: 2ml 0,9%-iger Kochsalzlosung wurde
mittels einer 3ml Spritze in die Vagina gegeben, mit einem Wattetrdger kurz mit dem
Vaginalsekret im hinteren Scheidengewdlbe durchmengt und dann wieder mit der gleichen
Spritze aufgenommen. Der gewonnene Spritzeninhalt wurde auf zwei Eppendorfgefif3e
aufgeteilt und zur Vermengung des Inhaltes kurz auf den Vortex gegeben. Anschlie3end
wurde das Abstrichmaterial in den Eppendorfgefilen bei 5000 rpm zwei Minuten
zentrifugiert, der Uberstand abpippetiert und in ein steriles Eppendorfreaktionsgefdl
gegeben. Das Pellet, kombiniert mit 0,5ml Phosphat-Borate-Saline, wurde bei -80 °C bis
zur weiteren Verarbeitung eingefroren. Der Uberstand, der fiir die Bestimmung der

Zytokine notig war, wurde ebenfalls eingefroren.

2.2.2. Amintest

Das gewonnene Vaginalsekret wurde auf einen Objekttrager mit 1-2 Tropfen 10%iger
Kalilauge versetzt. Der fischartige Geruch durch Amine, die von Anaerobiern gebildet

wurden, intensivierte sich und verifizierte somit den Verdacht auf bakterielle Vaginose.
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2.2.3. pH-Wert

Zur pH-Bestimmung wurden folgende pH-Indikator-Streifen der Firma Merck, Darmstadt
verwendet: pH 4,0-7,0 Spezialindikator nicht blutend. Diese wurden mit blutfreier
Vaginalflora versehen. Die Ablesung des pH-Wertes erfolgte sofort durch den Vergleich
mit der abgebildeten Farbskala auf der Verpackung.

2.2.4. Enzyme-linked-immuno-sorbent-assay IL-1a, IL-18, IL-5 und IL-10

Zur Bestimmung der Interleukine la, 18, 5 und 10 wurden ELISA-Platten von Biosource
international, Camarillo, California/USA (Immunoassay Kit # IL-1a-KAC1192/KAC1191,
IL-18- KHO0012, IL-5-KHC0052/KHC0051, IL-10- KHCO0102) verwendet. Die
Bestimmung der Interleukinkonzentration verlief fiir IL-1a, IL-18, IL-5 und IL-10 Proben
nahezu identisch, weshalb im Folgenden auf einige Abschnitte der Probenaufbereitung fiir

alle zu analysierenden Proben gemeinsam eingegangen wird.

2.2.4.1. Reagenzien zur Bestimmung der Zytokine

Humanes Interleukin -IL-1a, -IL-18, -IL-5, -IL-10-Standard

- Standard Diluent Puffer

- Inkubationspuffer

- Mikrotiterplatte mit 96 Mikrotitergefd3en pro Platte (ligand-beschichtet)
- Humanes IL-1a, IL-18, IL-5, IL-10 Biotin Konjugat

- Streptavidin-Peroxidase (HRP)

- Losung zur Verdiinnung der Streptavidin-Peroxidase

- gepufferte Waschlosung

- Stabilisiertes Chromogen

- Stoppldosung

- Platteniiberdeckung mit Klebestreifen
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2.2.4.2.  Herstellung der Standardverdiinnungsreihe

Das humane Interleukin Standard, welches in Pulverform vorlag, musste fiir jedes
Interleukin mit unterschiedlichen Mengen an Standardpuffer versetzt werden, um eine

Stammlosung gewiinschter Konzentration zu erhalten.

2.2.4.2.1. Humanes IL-1a-Standard

Zur Herstellung der Stammldsung mit einer Konzentration von 10 000 pg/ml wurde das
Pulver mit 0,695 ml Standardpuffer vermengt. Bis zur weiteren Verarbeitung musste eine
Ruhezeit von 10 Minuten eingehalten werden, um die vollstindige Aufldsung des
Standards zu gewihrleisten. Wahrendessen wurden 8 Eppendorfgefdfle mit den Zahlen 1-8
beschriftet und in eine Halterung gestellt. Nach Ablauf der Ruhezeit wurden 0,010 ml der
Stammldsung mit 0,390 ml Standard Diluent Puffer des ersten Eppendorfgefdfies versetzt
und gevortext. Von der so entstandenen 250 pg/ml-Verdiinnung wurden 0,200 ml
abpippetiert und in das zweite Gefdll gegeben, welches, wie die restlichen 5 Eppendorf
Gefalle, bereits mit 0,200 ml Standard Diluent Puffer gefiillt war. Aus dieser 125 pg/ml-

Mischung wurden wieder 0,200 ml in das dritte R6hrchen gegeben.

Auf diese Weise wurden auch die restlichen drei Verdiinnungen hergestellt, wobei das
letzte ausschlieBlich Diluent Puffer enthielt. Daraus ergaben sich folgende
Konzentrationen der IL-1-a-Standardverdiinnungsreihe: 250 pg/ml, 125 pg/ml, 62,5 pg/ml,
31,2 pg/ml, 15,6 pg/ml, 7,8 pg/ml, 3,9 pg/ml, 0 pg/ml.

2.2.4.2.2. Humanes IL-1B-Standard

Fiir die IL-1B-Stammldsung mit einer Konzentration von 2500 pg/ml wurden 1,126 ml
Standardpuffer mit dem Pulver gemischt und 10 Minuten bei Raumtemperatur zur
vollstdndigen Auflosung des Pulvers inkubiert. Mit der Beschriftung und Vorbereitung der

8 Eppendorfgefifle wurde wie im vorangegangenen Abschnitt beschrieben, verfahren.
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In das erste Gefal wurden 0,900 ml und in die restlichen sieben Gefialle 0,250 ml des
Standardpuffers gefiillt. 0,100 ml der IL-1B-Stammldsung wurden mit dem Inhalt des
ersten Eppendorfgefdfles gemischt. Aus dieser Losung wurden 0,250 ml in das néchste
Eppendorfgefdl gegeben und wie bereits bei Interleukin-1-o fortgefahren, um eine
standardisierte IL-1-B-Verdiinnungsreihe mit den Konzentrationen 250 pg/ml, 125 pg/ml,
62,5 pg/ml, 31,2 pg/ml, 15,6 pg/ml, 7,8 pg/ml, 3,9 pg/ml, 0 pg/ml herzustellen.

2.2.4.2.3. Humanes IL-5-Standard

Im Falle des Interleukin 5 wurde 1,5 ml Standardpuffer mit dem Standardpulver vermengt,
woraus sich eine Stammldsung mit einer Konzentration von 7500 pg/ml ergab. 0,100 ml
dieser Losung wurden mit 0,900 ml des im ersten Eppendorfgefil vorgelegten
Standardpuffers gemischt. Darauf folgte eine Verdiinnung der hergestellten 750 pg/ml-
Mischung mit je 0,300 ml Verdiinnungspuffer in den darauf folgenden GefdBlen. Das
Letzte enthielt wiederum nur Standardpuffer. Daraus ergaben sich folgende
Konzentrationen der IL-5-Verdlinnungsreihe: 750 pg/ml, 375 pg/ml, 187,5 pg/ml,
93,7 pg/ml, 46,8 pg/ml, 23,4 pg/ml, 11,7 pg/ml, 0 pg/ml.

2.2.4.2.4. Humanes IL-10-Standard

Zur Herstellung der IL-10-Standardléosung mit einer Konzentration von 5000 pg/ml
wurden 2,29 ml des Standardverdiinnungspuffers bendtigt. Um eine vollstdndige Losung
des Standardpulvers zu gewihrleisten folgte analog der Probenvorbereitung der andern zu
analysierenden Interleukine eine Inkubationszeit von 10 Minuten. Im Anschluss daran
wurden 0,05 ml dieser Losung zu 0,450 ml Standardpuffer, welcher im ersten
Eppendorfgefd3 vorgelegt war, hinzugefiigt. Aus dem jeweils vorangegangenen Gefdf3
wurden 0,200 ml in das Darauffolgende pipettiert. Bis auf das achte Eppendorfgefil,
welches nur Standardverdiinnungspuffer enthielt. Durch diese Verdiinnungsschritte konnte
eine IL-10-Standardverdiinnungsreihe mit folgenden Konzentrationen hergestellt werden:

500 pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml, 62,5 pg/ml, 31,2 pg/ml, 15,6 pg/ml, 7,8 pg/ml, 0 pg/ml.
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2.2.4.3.  Streptavidin-Peroxidase (IL-1a, IL-18, IL-5, IL-10)

Die Herstellung der Streptavidin-Peroxidase erfolgte bei allen vier Interleukinen auf die
gleiche Art und Weise. Fiir eine Reihe der verwendeten Mikrotiterplatten war eine
Mischung von 1 pl des 100-fachen Streptavidin-HRP-Konzentrats mit 1 ml Streptavidin-
Verdiinnungspuffer vorgegeben. In den Versuchen wurden alle zwolf Reihen verwendet
und dementsprechend 12 ml Verdiinnungspuffer mit 120 pl Streptavidin-HRP-Konzentrat

vermengt.

2.2.4.4.  Gepufferte Waschlosung (IL-1a, IL-18, IL-5, IL-10)

Die gepufferte Waschlosung, 25-fach konzentriert, musste mit 24 Einheiten destilliertem

Wasser gemischt werden.

2.2.4.5.  Durchfithrung

Die Durchfithrung des Experiments erfolgte bei den Interleukinen 1-a, 1-8, 5 und 10 nach
dem gleichen Prinzip. Nur in den ersten Schritten der Versuchsreihe gab es Abweichungen
zwischen den Zytokinen im Bereich der Inkubationszeiten und Volumenangaben, die im

Folgenden spezifisch beschrieben werden.

Die Reihen 1 und 2 der Mikrotiterplatten wurden fiir die Interleukin-Standard-

Verdiinnungsreihen und die Reihen 3 bis 8 fiir die Proben der Patientinnen verwendet.

IL-1a: 50 ul Probe musste 1:10 verdiinnt werden. Dementsprechend wurden 5 pl
Probe mit 50 pul Inkubationspuffer und 50 pl Biotin-markierten Anti-IL-1-a
Antikorper vermengt, mit einer Plattenabdeckung mit Klebestreifen
versehen und fiir 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Nach der
Inkubationszeit bei Raumtemperatur erfolgte eine vierfach Waschung der

Mikrotiterplatten mit der bereits vorbereiteten Waschlosung. Nach jeder
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IL-18:

IL-5:

IL-10:

einzelnen Spiilung wurden die Platten umgedreht und die iiberstehende
Fliissigkeit vorsichtig ausgeklopft. Auf diese Art wurden sowohl die
Antigene, die sich in der Inkubationszeit nicht an die Antikoérper gebunden
hatten, als auch die restliche Waschlosung in den Vertiefungen vollstindig

entfernt.

50 pl Probe wurde mit 100 pl Biotin-markierten Anti-IL-1-8 Antikorpern
vermengt und mit einer Klebefolie abgedeckt. Nach zweistiindiger
Inkubationszeit in Raumtemperatur, wurde wie mit den Mikrotiterplatten

von IL-1-a verfahren.

100 upl Patientenprobe wurde in die Platten pipettiert, abgedeckt und
ebenfalls fiir zwei Stunden inkubiert. Darauthin wurde IL-5 mit 100 pl
Biotin-markierten Anti-IL-5 Antikorpern versehen, eine Inkubationszeit von
30 Minuten gewéhrt und noch einmal ausgewaschen, wie bereits oben

beschrieben.

50 pul Probe wurde mit 50 pl Inkubationspuffer auf der Platte versehen und
zwei Stunden abgedeckt inkubiert. IL-10 musste ebenfalls mit 100 pl
Biotin-markierten Anti-IL-10 Antikorpern vermischt werden. Fiir IL-10 war
eine Inkubationszeit von zwei Stunden vorgegeben, bevor auch diese wieder

gewaschen werden konnte.

Die anschlieBenden Versuchsschritte wurden fiir alle vier Interleukine auf die gleiche Art

und Weise durchgefiihrt.

Fiir die nachfolgende Farbreaktion wurden in die Platten 100 pl der bereits vorbereiteten

HRP-Streptavidin-Peroxidase pippetiert und mit Deckpapier abgeklebt. Nach einer

Inkubationszeit von 30 Minuten bei Raumtemperatur wurden die Mikrotiterplatten, wie

bereits oben beschrieben, erneut 4 mal gewaschen, mit 100 ul TMB-(Tetramethylbenzidin)-

Substratlosung versehen. Es folgte ein weiterer Inkubationsschritt unter Lichtausschluss

von 30 Minuten.
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An dieser Stelle muss hinzugefiigt werden, dass die vorgegebene Inkubationszeit teilweise,
wie z.B. bei IL-la, verkiirzt werden musste, damit der Farbumschlag und die daraus
resultierende optische Dichte eine bestimmte obere Messgrenze des jeweils verwendeten

Photometers nicht tiberschritten wurde.

Nach der jeweiligen Inkubationszeit folgte die Zugabe von 100 pl Stopplosung pro
Mikrokiivette, woraufhin ein Farbumschlag von blau nach gelb erfolgte. SchlieBlich
konnte die optische Dichte mittels eines Spektralphotometers bei einer

Referenzwellenldnge von 492 nm und einer Wellenldnge von 450 nm bestimmt werden.

2.2.4.6. Auswertung der Messergebnisse

2.2.4.6.1. Interleukin-1o und Interleukin-1

Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte fiir Interleukin-1a, Interleukin-18, Interleukin-5

und Interleukin-10 nach demselben Schema.

Die genaue Durchfiihrung der Auswertung wird daher nur einmal beschrieben. Fiir die
einzelnen Interleukine werden nur noch die jeweilig festgesetzten Standardkonzentrationen

beschrieben und die Standardkurven gezeigt.

Um die gemessene optische Dichte in die entsprechende Konzentration umrechnen zu
konnen, wurden die dazu nétigen Standardkurven in Excel erstellt. Zuerst wurden die
festgesetzten Konzentrationen der Standardverdiinnungsreihe, ndmlich 250 pg/ml, 125 pg/ml,
62,5 pg/ml, 31,3 pg/ml, 15,6 pg/ml, 7,8 pg/ml, 3,9 pg/ml, 0 pg/ml in die Exceltabelle
eingegeben. Aus den zwei, mittels Spektralphotometer gemessenen, Werten der optischen
Dichte wurde der Mittelwert berechnet und ebenfalls in die Tabelle libertragen, um sie der
jeweiligen Konzentration gleichzusetzen. Mittels einer Gleichung Polynom 3. Ordnung

konnte aus diesen Werten die Standkurve erstellt werden.
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Interleukin-1a

1 2 3 4
Standard [ Interleukin: IL-1a Datum:28.6
Reihe 1 Reihe 2 Mittelwert | Konz[pg/ml]
0,879 0,929 0,904 250,0
0,549 0,545 0,547 125,0
0,323 0,317 0,320 62,5
0,170 0,180 0,175 31,3
0,081 0,084 0,083 15,6
0,054 0,058 0,056 7,8
0,030 0,033 0,032 3,9
0,024 0,026 0,025 0,0

Tabelle 1: FEingabe von Standardkonzentrationen und OD fiir IL-lo in das
Computerprogramm Excel

In Spalte 1 ist der photometrisch gemessene OD-Wert der Reihe 1 der Mikrotiterplatte
angegeben. Spalte 2 gibt den ebenfalls per Photometrie bestimmten OD-Wert der Reihe 2
der Mikrotiterplatte an. Der aus den OD1-und OD2-Werten berechnete Mittelwert ist in
Spalte 3 angegeben, die Konzentration der Standardkurve in pg/ml in Spalte 4.

Des Weiteren musste die gemessene optische Dichte als abhingige Variable und die
Konzentration als unabhédngige Variable zugeordnet werden. Daraufhin konnte mittels
einer kubischen Gleichung [f(x)= a3x’ + a2x’ + alx + a0)] iiber eine Kurvenanpassung
die Standardkurve ermittelt werden. Die Konstanten und Variablen wurden in Excel

eingegeben, wodurch die jeweiligen Konzentrationen in pg/ml abgelesen werden konnten.
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Standard IL-1a y =41,296X + 73,435¢ + 179,12x - 2,359
R? = 0,9997
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Abbildung 3: Im Computerprogramm Excel erstellte Standardkurve fiir IL-1a

Die festgesetzten Konzentrationen der Standardverdiinnungsreihe fiir Interleukin-la
lauteten 250 pg/ml, 125 pg/ml, 62,5 pg/ml, 31,3 pg/ml, 15,6 pg/ml, 7,8 pg/ml, 3,9 pg/ml,
0 pg/ml.
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Interleukin-16
1 2 3 4
Standard | Interleukin: IL-1B Datum:17.6
Reihe 1 Reihe 2 Mittelwert | Konz[pg/ml]
2,153 2,122 2,138 250,0
1,510 1,509 1,510 125,0
0,903 0,926 0,915 62,5
0,552 0,557 0,555 31,2
0,335 0,353 0,344 15,6
0,267 0,263 0,265 7,8
0,219 0,221 0,220 3,9
0,181 0,188 0,185 0,0
Tabelle 2: FEingabe von Standardkonzentrationen und OD fiir IL-1f in das

Computerprogramm Excel
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Abbildung 4: Im Computerprogramm Excel erstellte Standardkurve fiir IL-1f3

Die festgesetzten Konzentrationen der Standardverdiinnungsreihe fiir Interleukin-10

lauteten 250 pg/ml, 125 pg/ml, 62,5 pg/ml, 31,3 pg/ml, 15,6 pg/ml, 7,8 pg/ml, 3,9 pg/ml,

0 pg/ml.
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2.2.4.6.2. Interleukin-5

Die festgesetzten Konzentrationen der Standardverdiinnungsreihe fiir Interleukin-5
lauteten 750 pg/ml, 375 pg/ml, 187,5 pg/ml, 93,7 pg/ml, 46,8 pg/ml, 23,4 pg/ml,
11,7 pg/ml, 0 pg/ml. Mit der Auswertung der Messergebnisse wurde in der gleichen Art

und Weise verfahren, wie bereits fiir IL-10 und -1 beschrieben.

Interleukin-5

1 2 3 4
Standard | Interleukin: IL-5 Datum:08.07.
Reihe 1 Reihe 2 Mittelwert | Konz [pg/ml]
2,110 2,102 2,106 750,0
1,263 1,196 1,230 375,0
0,652 0,591 0,622 187,5
0,365 0,358 0,362 93,7
0,186 0,205 0,196 46,8
0,133 0,145 0,139 23,4
0,110 0,112 0,111 11,7
0,085 0,086 0,086 0,0

Tabelle 3: FEingabe von Standardkonzentrationen und OD fiir IL-5 in das
Computerprogramm Excel
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Abbildung 5: Im Computerprogramm Excel erstellte Standardkurve fiir IL-5
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2.2.4.6.3. Interleukin-10

Fir Interleukin waren folgende Konzentrationen fiir die Standardverdiinnungsreihe

vorgegeben: 500 pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml, 62,5 pg/ml, 31,2 pg/ml, 15,6 pg/ml,
7,8 pg/ml, 0 pg/ml.

Interleukin 10

1 2 3 4
Standard | Interleukin: IL-10 Datum:21.6
Reihe 1 Reihe 2 Mittelwert | Konz[pg/ml]
2,182 2,237 2,210 500,0
1,346 1,337 1,342 250,0
0,776 0,752 0,764 125,0
0,431 0,446 0,439 62,5
0,240 0,235 0,238 31,2
0,145 0,142 0,144 15,6
0,097 0,096 0,097 7,8
0,073 0,069 0,071 0,0

Tabelle 4: Eingabe von Standardkonzentrationen und OD fiir IL-10
Computerprogramm Excel

in das

3 2
Standard IL- y= + + 158,65x -
10 7.9434x  14,375x 88192
0,9999
60

80 .
) pd

:90 / —e— Reihe
£
/ ﬂ>o|ynomiSCh

Konz

‘%8 / (Reihe1)
) / :

10900 0500 1,000 1,500 2,000 2,500
OD 450

nm

Abbildung 6: Im Computerprogramm Excel erstellte Standardkurve fiir IL-10
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3. Statistische Auswertung

Bei den ersten Analysen der Daten lieBen sich Extremwerte nach oben hin aufweisen. Aus
diesem Grund kamen fiir die statistische Auswertung keine parametrische Verfahren
(Student-t-Test) in Frage und es mussten nicht-parametrische Testverfahren angewandt
werden. Dadurch wurden keine Annahmen der Normalverteilung bendtigt. Die statistische
Auswertung erfolgte deshalb mit Hilfe des Wilcoxon-Mann-Whitney-U-Tests (U-Test).
Fiir die Testergebnisse wurde der p-Wert bestimmt, welcher mit Werten unter 0,05 als

signifikant eingestuft werden konnte.

Aus bereits erwidhntem Grund war es auch sinnvoller den Median, das Minimum und

Maximum an der Stelle des Mittelwerts zu betrachten.

Zur Bestimmung der Korrelation zwischen den Interleukin-Werten gesunder und an BV
erkrankter Patientinnen, wurde der nicht-parametrische Spearman-Rank-Koeffizient

herangezogen.
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4. Ergebnisse

4.1. Deskriptive Statistik der Interleukine bei Gesunden

Die folgenden Tabellen zeigen die statistischen KenngroBen der Daten der einzelnen
Praxen von Dr. Wohlsberger und Dr. Grum, welche das Probenmaterial von gesunden

Frauen gewonnen und zur Verfiigung gestellt haben.

Praxis Wohlsberger

[-1a -1R -5 1-10

n 47,00 48,00 48,00 48,00

Minimum 0,00 0,00 0,00 0,00
Maximum | 4231,00 560,00 345,49 8,01
Median | 493,35 15,24 0,00 0,06
Mean| 796,89 49,43 7,92 0,73
Standardab.| 875,74 98,93 49,81 1,42

Tabelle 5: Minimal-, Maximal-, Median-, Meanwert und Standardabweichung von IL-1a,
IL-1p, IL-5, IL-10 gesunder Frauen

Praxis W: Praxis von Dr. Wohlsberger
Praxis G: Praxis von Dr. Grum

Praxis M: Praxis von Dr. Mielzarek

Praxis Grum

-1a -1 -5 II-10

n| 112,00 112,00 112,00 112,00

Minimum 0,00 1,71 0,00 0,00
Maximum | 4704,00 602,00 87,01 6,78
Median| 369,50 16,33 0,00 0,43
Mean| 641,70 59,49 1,46 1,16
Standardab.| 782,80 110,39 8,49 1,59

Tabelle 6: Minimal-, Maximal-, Median-, Meanwert und Standardabweichung von IL-10.,
IL-1p, IL-5, IL-10 gesunder Frauen

Bei genauer Betrachtung der obigen Tabellen, z.B. im Bezug auf den Median, zeigten sich
vergleichbare Daten der beiden Praxen. Der Medianwert von Interleukin-1a betrug bei Dr.

Wohlsberger 493,35pg/ml und in der Praxis von Dr. Grum 369,50pg/ml. Ahnlich
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verhielten sich die Medianwerte in Bezug auf das Interleukin-18 mit 15,24pg/ml bei Dr.
Wohlsberger und 16,33pg/ml aus der Praxis von Dr. Grum.

4.2. Deskriptive Statistik der Interleukine bei Kranken

Die Proben der Kontrollgruppe, d.h. von Patientinnen mit bakterieller Vaginose, wurden
von Dr. Mielzarek zur Verfiigung gestellt, der die Vaginalspiilungen und

Probengewinnung in seiner Praxis durchgefiihrt hatte.

Praxis Mielzarek

[-1a -1 -5 1-10

n 50,00 50,00 50,00 50,00

Minimum 33,05 0,00 0,00 0,00
Maximum | 2373,92 580,32 16,02 7,42
Median| 518,45 38,60 0.00 0,00
Mean | 602,96 163,54 0,71 0,46
Standardab. | 494,25 204,69 3,00 1,12

Tabelle 7: Minimal-, Maximal-, Median-, Meanwert und Standardabweichung von IL-10,
IL-13, IL-5, IL-10 kranker Frauen aus der Praxis Mielzarek

Im Vergleich der Werte gesunder Frauen mit den Werten von Patientinnen mit BV ergaben

sich folgende Ergebnisse:

Der Medianwert von Il-1o der Praxis Mielzarek war deutlich iiber dem Wert von Praxis

Grum und leicht {iber dem von Praxis Wohlsberger.

Im Bezug auf II-18 liegt der Medianwert von Mielzarek deutlich tiber dem von Praxis

Grum und Praxis Wohlsberger.

II-5 und II-10 weisen in nahezu allen Fillen einen Median von Null auf. Nur die
Medianwerte von IL-10 aus den Praxen Grum und Wohlsberger sind leicht erhdht:

0,43pg/ml (Grum) und 0,06pg/ml (Wohlsberger).
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4.3. Deskriptive Statistik der einzelnen Interleukine
43.1. Interleukin-1a
P
IL-1a IL-1a | (Man-Whithney-
Parameter Gesund BV U-Test)
n 159 50
Minimum 0,000 33,046
Maximum 4704,000| 2373,922
Median 388,000| 518,453 0,485
Mean 687,573 602,955
Standardab. 811,675| 494,252

Tabelle 8: Minimal-, Maximal-, Median-, Meanwert, Standardabweichung und p-Wert
von IL-10o

Medianwert IL-1a

Median IL-1a

" Gesund

=BV

Abbildung 7.1: Darstellung des Medianwertes von IL-10. bei gesunden Frauen und
Patientinnen mit BV

Wie in Tabelle 8 und Abbildung 7.1. veranschaulicht wird, ist der Medianwert bei
gesunden Frauen 388 pg/ml und bei Patientinnen mit BV 518,45 pg/ml. Zwischen diesen
beiden Konzentrationen konnte allerdings mit Hilfe des Man-Whitney-U-Testes kein

signifikanter Unterschied festgestellt werden (p-Wert 0,485).
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Abbildung 7.2: Darstellung des Meanwertes von Il-10. bei gesunden Frauen und
Patientinnen mit BV
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432, Interleukin-183

IL-18 IL-1B P
(Man-
Parameter gesund BV Whithney-
U-Test)
n 160 50
Minimum 0,000 0,000
Maximum 602,000 580,316
Median 15,530 38,597 0,008
Mean 56,473 163,535
Standardab. 106,870 204,694

Tabelle 9: Minimal-, Maximal-, Median-, Meanwert, Standardabweichung und p-Wert
von IL-1f3

Medianwert IL-10

Median IL-1B

w
o

()]

HGesund

(6]

=BV

_Konzentration pg/ml
o

o

Abbildung 8.1.: Darstellung des Medianwertes von IL-13 bei gesunden Frauen und
Patientinnen mit BV
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Abbildung 8.2.: Darstellung des Meanwertes von IL-13 bei gesunden Frauen und
Patientinnen mit BV

Anders verhielten sich die Medianwerte bei Interleukin-18. Es zeigte sich eine {iber 50%-ige
Konzentrationserhohung bei Frauen mit bakterieller Vaginose im Vergleich zu gesunden
Frauen. Ein p-Wert von 0,008 bestdtigte den signifikanten Unterschied.

In Bezug auf den Meanwert konnte fast eine dreifache Erhdhung der

Interleukinkonzentration gegeniiber der Kontrollgruppe festgestellt werden.
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4.3.3.

Tabelle 10: Minimal-, Maximal-, Median-, Meanwert, Standardabweichung und p-Wert

von IL-5

Meanwert IL-5

Abbildung 9: Darstellung des Meanwertes von IL-5 bei gesunden Frauen und

Interleukin-5

IL-5 IL-5 P
(Man-
Parameter gesund BV Whithney-
U-Test)
n 160 50
Minimum 0,000 0,00
Maximum 345,497 16,017
Median 0,000 0,000 0,144
Mean 3,397 0,709
Standardab. 28,151 3,001

Konzentration pg/ml
o - N e
PR o N 3 w 4

o

Patientinnen mit BV

Sowohl fiir gesunde Frauen, als auch fiir Patientinnen mit BV, ergaben sich Medianwerte

von Null. Aus diesem Grund konnten nur die Meanwerte graphisch dargestellt werden.

Der Meanwert bei gesunden Frauen war 3,4 pg/ml und bei der Kontrollgruppe 0,7 pg/ml.
Generell waren die Konzentrationswerte von IL-5 sehr niedrig, weshalb statistisch kein

signifikantes Ergebnis geliefert werden konnte.

Mean IL-5

¥ Gesund

uBV
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4.3.4.

Interleukin-10

IL-10 IL-10 P
(Man-
Parameter gesund BV Whithney-
U-Test)
n 160 50
Minimum 0,000 0,000
Maximum 8,012 7,421
Median 0,172 0,00 0,011
Mean 1,028 0,455
Standardab. 1,546 1,119

Tabelle 11: Minimal-, Maximal-, Median-, Meanwert, Standardabweichung und p-Wert

von IL-10

Medianwert 1L-10

o
o
(e

o o
O
A O

o Kagnzentration pgiml ¢
o o o ° =
E &8 ® -~ N

0.02

Median IL-10

H Gesund

=BV

Abbildung 10.1.: Darstellung des Medianwertes von IL-10 bei gesunden Frauen und
Patientinnen mit BV
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Abbildung 10.2.: Darstellung des Meanwertes von IL-10 bei gesunden Frauen und
Patientinnen mit BV

Auch die gemessenen Konzentrationen von IL-10 lagen in einem sehr niedrigem
Konzentrationsbereich, konnten aber im Gegensatz zu IL-5 mit einem p-Wert von 0,011.

als signifikant bewertet werden.

Der Medianwert bei gesunden Frauen lag bei 0,172 pg/ml und bei erkrankten Frauen bei
Null.

Der Meanwert wies bei Gesunden einen Wert von 1,028 pg/ml und bei der Kontrollgruppe
einen Wert von 0,455 pg/ml auf.
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4.4. Zusammenfassung der Ergebnisse fiir [L-1a, IL-18, IL-5 und IL-10

Zytokine IL-1a, IL-18, IL-5 und IL-10

Gesunde Kontrollgruppe
n= 160 n=50 p-Wert
Median pg/ml | Median pg/ml

(Spanne) (Spanne)
Interleukin-1a 388,000 518,453 0,485
Interleukin-1B 15,530 38,597 0,008
Interleukin-5 0,000 0,000 0,144
Interleukin-10 0,172 0,000 0,011

Tabelle 12: Vergleich der Zytokine IL-lo, IL-1f3, IL-5 und IL-10 im Vaginalsekret
zwischen gesunden Frauen und Kontrollgruppe mittels ELISA. Berechnung der
statistischen Signifikanz mittels Mann-Whitney-U-Test

Bei IL-1a konnte bei Erkrankten eine leichte und bei 1L-18 eine deutliche Tendenz zur

Erhohung der Interleukinkonzentration festgestellt werden.

IL-5 und IL-10 waren in beiden Gruppen meist nicht nachweisbar. Allerdings scheinen die
wenigen positiven Befunde aus den aggregierten Daten auf minimal erniedrigte Werte bei

den Erkrankten hinzudeuten.

4.5. Haufigkeitsverteilung bei Gesunden und Kranken

Die bildliche Darstellung der jeweiligen Haufigkeitsverteilungen wird in den folgenden

Grafiken 11-18 verdeutlicht.

Mit Hilfe eines Histogrammes stellt man die Haufigkeitsverteilung von Messwerten
graphisch dar. Man geht dabei von den nach GroBle geordneten Daten aus und teilt den
gesamten Bereich in k Klassen auf. Uber jeder Klasse wird ein Rechteck errichtet, dessen
Fliache proportional zu der klassenspezifischen Héufigkeit ist. Die Werte werden nicht

durch die Hohe der Balken, sondern durch die Flache der Balken représentiert.
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Des Weiteren wird zur Darstellung der statistischen Daten der Boxplot verwendet.
Aufgabe des Boxplots ist die Veranschaulichung des Bereichs in welchem alle Werte
liegen sowie die Darstellung der Verteilung iiber diesen Bereich. Es werden der Median,
die 2 Quartile (Streuungsmall) und die beiden Extremwerte dargestellt. Ein Boxplot
besteht immer aus einem Rechteck (=Box) und zwei Linien (=“Whisker“,”“Antennen®).
Die Box entspricht dabei dem Bereich, in dem die mittleren 50 % der Daten liegen. Sie
wird also durch das obere und das untere Quartil begrenzt und die Linge der Box

entspricht dem Interquartilsabstand (interquartile range, IQR).

Die Boxen — blau fiir Gesunde, rot fiir an BV erkrankte Patientinnen — verdeutlichen
graphisch die statistischen Daten zwischen der 25. und 75. Perzentile. Die darin
befindliche schwarze Linie beschreibt den Median. Durch die Whisker werden die Werte
abseits der Boxen dargestellt, d.h. 1,5 IQR auBlerhalb der 25. und 95. Perzentile. Ausrei3er
zwischen 1,5 und 3 IQR werden als “mild* und iiber 3 IQR als “extrem‘ bezeichnet. Diese

werden durch Punkte dargestellt.
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Abbildung 11 : Histogramm: Interleukin-1a — Gesunde und Kontrollgruppe mit BV
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Abbildung 12: Boxplot: Zur Verdeutlichung von Median, Maximum und Minimum von IL-1o
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Abbildung 13: Histogramm: Interleukin-1f5 — Gesunde und Kontrollgruppe mit BV
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Abbildung 14: Boxplot: Zur Verdeutlichung von Median, Maximum und Minimum von IL-1f3
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Abbildung 15: Histogramm: Interleukin-5 — Gesunde und Kontrollgruppe mit BV
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Abbildung 16: Boxplot: Zur Verdeutlichung von Median, Maximum und Minimum von IL-5
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Abbildung 17: Histogramm: Interleukin-10 — Gesunde und Kontrollgruppe mit BV
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Abbildung 18: Boxplot: Zur Verdeutlichung von Median, Maximum und Minimum von IL-10

4.6. Paarweise Korrelationen
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Die Korrelationen zwischen den Interleukinen waren zwischen IL-1o und IL-18 méssig
positiv korreliert (Spearman-Korrelationskoeffizient p=0,508). Dies war der einzige Wert,
der sinnvoll interpretierbar war, wie die folgende Tabelle veranschaulicht.

Die anderen Korrelationen ergaben sich aus den Extremwerten bei IL-5 und waren deshalb
verzerrt.

Spearman-Korrelation-Matrix

IL-1a IL-1B IL-5 IL-10
IL-1a 1,000
IL-1B **0,508 1,000
IL-5 -0,068 -0,039 1,000
IL-10 **-0,276 **-0,296 *0,162 1,000

Tabelle 13: Spearman-Korrelations-Koefizienten gemessen zwischen den einzelnen
Interleukinen. Signifikante Korrelationen sind markiert: **: p<0,01, *: p<0,05
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5. Diskussion

Der Vaginalbereich der Frau ist ein hochkomplexer Bereich, indem eine Vielzahl von
Mikroorganismen in einem Gleichgewicht leben. Kommt es zu einer Stérung dieses
Gleichgewichts z.B. durch einen herabgesetzten Immunstatus oder
Medikamenteneinnahme, besiedeln rasch pathogene Keime die Vagina. Die primire
Abwehr pathogener Mikroorganismen stellt die angeborene Abwehr in Form von
Granulozyten, Makrophagen, NK-Zellen, sowie Endothel- oder auch Epithelzellen dar.
Diese ist bedeutend fiir die Vermehrung der neutrophilen Granulozyten, als auch fiir deren

Aktivierung weiterer Abwehrmechanismen durch Zytokine.

Die angeborene Immunantwort ist als Vorldufer fiir die erworbene Immunantwort
notwendig [77]. Einige Studien haben bereits vor uns Zytokine im vaginalen Abstrich
untersucht, allerdings konnte bis jetzt noch nicht festgelegt werden, welcher vaginale
Marker sich am besten fiir die Diagnose und entsprechende Schweregradeinteilung einer

vaginalen Dysbalance eignet [78].

Bisher hat sich keine Studie mit den inflammatorischen Interleukinen-1-a und -18 und
antiinflammatorischen Interleukinen-5 und -10 sowohl bei gesunden Frauen als auch bei
Frauen, die an BV erkrankt waren befasst. In diesem Zusammenhang untersuchten wir 160
asymptomatische, gesunde Frauen und als Kontrollgruppe 50 Patientinnen mit dem
klinischen Bild der bakteriellen Vaginose, diagnostiziert durch Messung des pH-Wertes,
Durchfiihrung der Aminprobe und mikroskopische Beurteilung der Scheidenflora und
Nachweis von ,clue cells“. Bei beiden Patientengruppen handelte es sich um
nichtschwangere Patientinnen, zum Ausschluss schwangerschaftsbedingter Verdnderungen
der Interleukinzusammensetzung. Sowohl in der Patientengruppe, als auch in der
Kontrollgruppe untersuchten wir mittels Enzyme-Linked-Immuno-Sorbent-Assay (ELISA)
die proinflammatorischen Interleukine-la und -1B, sowie die antiinflammatorischen

Zytokine IL-5 und IL-10.

Ziel war es primdr den lokalen Immunstatus bei gesunden Frauen darzustellen. Im Bezug

auf Interleukin-la konnten wir in unserer Auswertung einen Medianwert von 388,0 pg/ml
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messen. Aufgrund der hohen Interleukinkonzentrationen bereits bei Gesunden waren wir

gezwungen die Proben fiir die Messung von IL-1a 1:10 mit NaCl zu verdiinnen.

Die Konzentration von Interleukin-18 zeigte deutlich niedrigere Werte bei gesunden
Frauen mit einem gemessenen Medianwert von 15,530 pg/ml. Sowohl IL-1a, als auch IL-
1B zeigten eine Erhohung des Medianwertes bei an BV erkrankten Frauen, allerdings nur
bei IL-18 signifikant. Die Ergebnisse konnten auf eine Immunantwort zur Bekdmpfung
pathogener Mikroorganismen im Rahmen der bakteriellen Vaginose zuriickzufiihren sein,
hingegen steht dies allerdings nicht im Einklang mit der Klinik, die duf8erst selten klinische

Symptome einer Entziindung aufweist.

Im Bezug auf Interleukin-5 und -10 waren die Medianwerte bei gesunden Frauen fast
immer unterhalb der Nachweisgrenze. Bei Interleukin-10 konnte jedoch ein signifikanter
Medianwert von 0,17 pg/ml dargestellt werden. Im Bezug auf die Kontrollgruppe zeigte
sich eine Erniedrigung der IL-10-Konzentration auf Null. Die niedrigen Werte
antiinflammatorischer Interleukine sind bei den meisten Erkrankten im Falle einer

Entziindung vereinbar mit der Abwesenheit von klinischen Symptomen

Donders et al. [79] befassten sich mit dem Immunstatus der Vagina bei gesunden,
nichtschwangeren Frauen und verglichen diesen mit dem Status gesunder, schwangerer
Frauen. Interleukin-6, Interleukin-8, Interleukin-1B, Interleukin-1-Rezeptorantagonist,
Leukidmie-inhibierender-Faktor und Tumornekrosefaktor wurden untersucht. Die Studie
zeigte in Bezug auf Interleukin-18 vergleichbare Werte bei beiden Patientengruppen. Bei
anderen Zytokinen wie z.B. bei Interleukin-1-Rezeptor-Antagonist (IL-1ra) konnten
schwangerschaftsbedingte Verdnderungen festgestellt werden. Die Konzentration von IL-
IRA war wihrend der gesamten Schwangerschaft erniedrigt. Bei Interleukin-6 und -8
konnten wihrend des Schwangerschaftsverlaufes im 2. Trimester ein starker Abfall und im
3. Trimester wieder ein deutlicher Anstieg der Konzentration festgestellt werden. Weder
der Tumornekrosefaktor noch der Leukdmie-inhibierende-Faktor zeigten signifikante

Konzentrationsverdnderungen im Vergleich der beiden Patientengruppen.

Bélec et al. [80] untersuchten die Konzentration von IL-18 und -6, sowie TNF-alpha bei

gesunden Frauen und HIV-infizierten Frauen. Das Ergebnis ihrer Studie war entsprechend
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der These, dass proinflammatorische Interleukine die Replikation und Verbreitung von
HIV f6rdern, wodurch eine wesentlich hdhere Expression der Zytokine bei HIV-positiven
Frauen nachzuweisen war. Bélec [80] raumte ein, dass dieses Ergebnis sehr wichtig fiir die

Aufklirung des Ubertragungsweges von HIV wiire.

Die lokale Immunantwort ist bei vielen gynédkologischen Vaginalinfektionen von grosser
Bedeutung. Shaio er al. [81] befassten sich mit vaginalen Trichomonasinfektionen und
konnten zeigen, dass das proinflammatorische Zytokin IL-8 eine bedeutende Rolle bei

akuten Entziindungsreaktionen spielt, welche fiir diese Erkrankung typisch sind.

Filler et al. [82] zeigten in Ihrer Studie, dass es bei einer Candida albicans Infektion der
Vagina zu einer vermehrten Produktion proinflammatorischer Interleukine wie Interleukin-
6 und Interleukin-8, kommt. Diese Ergebnisse sprechen dafiir, dass die lokale Immunitit in
diesem Krankheitsbild eine wichtige Rolle spielt. In Bezug auf die bakterielle Vaginose ist
dies jedoch nicht so eindeutig. Auch wenn die normale Vaginalflora durch eine
Uberwucherung von Anaerobiern aus dem Gleichgewicht gebracht wird, fehlen dennoch

die gewohnlichen Symptome, die fiir ein entziindliches Geschehen sprechen wiirden.

Donders et al. [24] haben sich mit den Verdnderungen der normalen Vaginalflora befasst
und versucht, die bakterielle Vaginose von der aeroben Vaginitis abzugrenzen. Die
typischen Symptome einer lokalen Entziindung, vertreten bei der aeroben Vaginitis, wie
zum Beispiel Brennen, Schmerzen und Dyspareunia zeigen sich bei einer BV-Infektion
nur selten. Die Vaginalschleimhaut erscheint weder entziindet noch gerdtet. Hinzu kommt
das Fehlen einer erh6hten Anzahl von Leukozyten bei der mikroskopischen Beurteilung.
Im Gegensatz dazu zeigt sich bei der aeroben Vaginitis eine stark erhohte Anzahl von
Leukozyten 1im vaginalen Abstrich und eine deutliche lokale Erhohung

proinflammatorischer Zytokine im Vaginalsekret.

Falls man die bakterielle Vaginose als eine lokale Infektion ansieht ist laut momentanem
Wissensstandpunkt hauptséchlich die zellulire Immunantwort fiir die Abwehr von

Fremdkorpern und Infektionen verantwortlich.
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Der lokale Entziindungsprozess beginnt mit der Produktion von IL-la und IL-18 durch
Makrophagen nach Kontakt mit fremden Antigenen, Bakterien oder Viren. Diese
Interleukine sind fiir die Stimulation von T-Helfer-Zellen verantwortlich, die ihrerseits IL-
2 ausschiitten und sich zu Tyl- oder Ty2-Untergruppen differenzieren. Die Tyl-
Subpopulation fordert vorwiegend die Produktion proinflammatorische Zytokine wie z.B.
IL-2, IL-6, IL-12, welche primér fiir die zellulire Immunabwehr verantwortlich sind. Die
Ty2-Subpopulation ist gekennzeichnet durch die Ausschiittung von IL-4, IL-5 und IL-10,
deren Aufgabe es mitunter ist, die Aktivierung der Tyl-Subpopulation zu unterbinden.
Zusitzlich besteht ihre Aufgabe darin, B-Lymphozyten und dementsprechend die
humorale Immunreaktion zu aktivieren. In dieser Studie wurde der Zusammenhang
zwischen BV und lokalen proinflammatorischen, als auch antiinflammatorischen

Interleukinkonzentrationen in vaginalen Spiillosungen nachgewiesen.

Nicht iibereinstimmend mit den eben erwidhnten Studien sind unsere Ergebnisse. Wir
untersuchten den Zusammenhang zwischen proinflammatorischer und anti-
inflammatorischer Zytokinkonzentrationen in vaginalen Spiillésungen von gesunden
Frauen und einer Kontrollgruppe, an BV erkrankten Frauen. Obwohl die Symptomatik der
Frauen mit BV nicht fiir eine entziindliche Infektion spricht, haben wir lokale

Verdnderungen des Immunstatus der vaginalen Flora feststellen konnen.

In unserer Studie konnten erhohte IL-lo-Konzentrationen bei Frauen mit BV
nachgewiesen werden. Die Zunahme des IL-1a-levels wurden auch durch weitere Studien

festgestellt [83-86].

Platz-Christiansen [84] zeigte in seiner Studie, dass die miteinander korrelierenden
Konzentrationen von Endotoxinen und Interleukin-la im vaginalen Fluor von
schwangeren Frauen mit BV wesentlich hoher waren, als die Konzentrationen in der

gesunden Kontrollgruppe.

In der Studie von Wasiela et al. [86] wurden Frauen in der 22. bis 35. SSW in drei
Gruppen eingeteilt: Gruppe I mit normaler Flora, Gruppe II mit einer Mischflora und
Gruppe III mit BV. Interleukin-1a-Konzentrationen waren in der erkrankten Gruppe

siebenfach erhoht im Vergleich zur gesunden Gruppe (128,45 pg/ml versus 19,1 pg/ml).
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Auch die Werte der IL-18, IL-6 und IL-8 verhielten sich entsprechend. Wasiela [86]
zufolge gibt es eine positive Korrelation zwischen dem Anstieg lokaler

proinflammatorischer Interleukine und der bakteriellen Vaginose.

Kalinka et al. [85] untersuchten den Interleukin-Status von IL-la, -18, -6 und -8 im
zervikovaginalen Fluor bei Frauen mit vorzeitiger Wehentétigkeit und bei Frauen, deren
Schwangerschaft normal verlief. Zusitzlich wurde die Beeinflussung durch
Veranderungen der vaginalen Mikroflora auf die Interleukine untersucht. Die Interleukin-
Konzentrationen von IL-1q, -1B und -8 zwischen den Frauen mit vorzeitigen Wehen und
der Kontrollgruppe waren sehr dhnlich. Lediglich Interleukin-6 war bei Schwangeren mit
Wehentétigkeit signifikant erhoht, nicht aber bei der Kontrollgruppe. In Bezug auf die BV
konnte ein signifikanter Anstieg von IL-la, und -18, allerdings keine Erhéhung des
Interleukins-6 festgestellt werden. Daraus ergab sich fiir Kalinka die Schlussfolgerung,
dass man bevor man Interleukine im vaginalen Fluor zur Diagnostik fiir vorzeitige

Wehentitigkeit heranzieht eine Infektion des Urogenitaltraktes ausschlieen sollte.

Wennerholm et al. [83] befassten sich mit der Analyse von IL-1a, IL-6 und IL-8 als
Screeningmethode fiir Friihgeburtlichkeit bei Zwillingsschwangerschaften. IL-8 war
signifikant hoher bei Frauen mit Frithgeburten, allerdings war die Aussagekraft zu
schwach, um sie als Screeningmethode heranziehen zu kénnen. Interleukin-6 und IL-1a
waren nicht signifikant assoziiert mit Frithgeburtlichkeit. Aber auch diese Studiengruppe
stellte eine deutliche Erhohung von IL-1a und IL-8 bei Frauen fest, die an bakterieller

Vaginose erkrankt waren.

Zusétzlich konnten wir eine signifikante Erh6hung von IL-18 bei erkrankten Frauen im
Vergleich zu Gesunden feststellen. Die lokale Erhohung IL-1B in vaginalen Spiillésungen

wurde auch von anderen Autoren untersucht und bestétigt [53, 85-92].

Hedges et al. [89] untersuchten IL-18, TNF, IL-6 und IL-8-Konzentrationen sowohl im
Serum, als auch von vaginalen Abstrichen bei Frauen mit allen drei Stadien der vaginalen
Flora. Sie kamen zu der Schlussfolgerung, dass sowohl im Ubergangsstadium, als auch mit
BV die Konzentration von IL-18B signifikant hoher war, als bei gesunden Frauen. Trotz der

Verdanderungen in der vaginalen Flora kam es 2zu keiner nachweisbaren
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Interleukinerhohung im Serum. Dies wiirde eher fiir ein lokales Geschehen der BV

sprechen.

Mattsby-Baltzer [90] befasste sich in seiner Studie mit dem Zusammenhang von IL-18, IL-
6, TNF und fetalem Fibronektin im zervikalen Fluor und bakterieller Vaginose. Im
Vergleich zu gesunden Frauen war bei erkrankten Frauen die Zytokinkonzentration von
IL-1B, nicht aber IL-6, TNF oder FFN, signifikant erhoht (p<0,05). In vitro konnte
festgestellt werden, dass sowohl aufbereitetes Endotoxin von Prevotella Bivia, als auch
hohe Endotoxinkonzentrationen in  Verbindung mit bakterieller = Vaginose,
Monozyten/Makrophagen aktivieren, vermehrt Zytokine zu produzieren (IL-6). Dies
wiirde erkldren, warum es bei einer Erkrankung mit BV zu einer lokalen Erh6hung von

Interleukinen kommt.

Cauci et al. [87] untersuchten den Zusammenhang zwischen IL-18 Konzentrationen und
dem anti-Gardnerella vaginalis hemolysin (anti-Gvh) im vaginalen Fluor. Sie kamen
ebenfalls zu dem Ergebnis, dass BV eine Erhohung der lokalen IL-1B-Konzentration
bewirkt, allerdings zusétzlich auch vergesellschaftet ist mit einer parallelen

antigenspezifischen, erworbenen Immunantwort.

Ziel der Untersuchung von Beigi [93] war es zu zeigen, dass die Immunantwort des
unteren Genitaltraktes durch eine Schwangerschaft beeinflusst ist. Es galt zu vergleichen,
wie sich das Verhalten der Inmunantwort mittels proinflammatorischer Zytokinexpression
sich bei schwangeren im Gegensatz zu nichtschwangeren Frauen verhélt. Beigi kam zu
dem Ergebnis, dass IL-1B, IL-6 und IL-8 bei schwangeren Frauen mit BV signifikant

hoher waren, als bei nichtschwangeren mit BV.

Eine wichtige Komplikation der BV stellt das erhohte Risiko einer HIV-Infektion dar.
Dieser Zusammenhang zwischen BV und HIV wurde bereits mehrfach beschrieben [51,
91, 94]. Laut Osborn et al. [94] soll IL-1B die HIV-Replikation fordern, indem es eine
wichtige Promoterregion im Signaliibertragungsweg aktiviert. Dieser Zusammenhang mit
BV wird durch hohe Levels an IL-18 oder TNF-alpha im vaginalen Fluor gekennzeichnet
und scheint eine Erkldrung dafiir zu sein, dass die Ansteckungsgefahr bei diesen

Patientinnen erhoht ist [91].
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Im Gegensatz zu den eben beschriebenen Studien stellte Genc [95] eine Erniedrigung
proinflammatorischer Zytokine bei abnormer vaginaler Flora schwangerer Frauen dar. Er
analysierte vaginale Abstriche von 205 Frauen in der 18. bis 22. SSW auf die
mikrobiologische Flora, das 70-kd Hitzeschockprotein, Interleukin-18, TNF und auf den
Interleukin-1-Rezeptorantagonist. Das Hitzeschockprotein konnte bei 18,5% der Frauen
festgestellt werden. Dessen Vorkommen wurde assoziiert mit einem erhdhten vaginalen
pH, was fiir eine Erkrankung mit BV spricht, und einer Erhéhung von IL-1ra (> 80 % des
Median). Folgedessen schlussfolgerte er, dass eine Erhohung des Hsp70kd
vergesellschaftet ist mit einer Steigerung  von IL-Ira und dementsprechende

Downregulierung proinflammatorischer Interleukine [95].

Unsere Studie befasste sich nicht nur mit proinflammatorischen Interleukinen im vaginalen

Fluor, sondern auch mit antiinflammatorischen Zytokinen.

Interleukin-5 und -10 z&hlt man zu den Ty2-Typ-Zytokinen, die fiir die Aktivierung der B-
Lymphozyten und dementsprechend fiir die humorale Immunantwort verantwortlich sind.
Sie wirken antiinflammatorisch, indem sie Tyl-Zytokine inhibieren und somit als

Gegenregulation den Verlauf und das Ausmal3 der Entziindungsreaktion beeinflussen.

Interleukin 5 ist hauptsidchlich verantwortlich fiir die Aktivierung und Differenzierung von
eosinophilen Granulozyten und steigert die Synthese und Sekretion von Immunglobulin A
durch Plasmazellen. Es spielt somit eine wichtige Rolle bei chronischen entziindlichen

Erkrankungen und wird als das Hauptzytokin allergischer Prozesse bezeichnet [96].

Ricer et al. [97] stellten eine erhohte Anzahl von eosinophilen Granulozyten bei
Patientinnen mit rezidivierenden Beschwerden ohne Nachweis einer Infektion fest. Als
Ursache der Beschwerden kam aus diesem Grund eine intravaginale allergische Reaktion

in Betracht.

Interleukin-10  agiert als  antiinflammatorisches  Zytokin, indem es die
Makrophagenfunktion und die Synthese der Tyl-Zytokine hemmt und somit eine
iiberschieBende Entziindungsreaktion verhindert. Durch die spdte Expression (24h nach

Stimulation) und die Féhigkeit zur Autoregulation spielt IL-10 eine Schliisselrolle in der
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Regulation der Entziindungsantwort im Monozyten/Makrophagen System [98]. Dariiber
hinaus stimuliert IL-10 die Expression des IL-1 Rezeptorantagonisten und komplettiert

somit die antiinflammatorische Wirkung.

Simha et al. [99] stellten fest, dass bei schwangeren Frauen ohne vaginale Infektion das
Rauchen von Zigaretten eine Erhohung der antiinflammatorischen Interleukine im
zervikalen Fluor, nicht jedoch der proinflammatorischen Zytokine bewirkt. Dies konnte

eine Erkldrung fiir ein erhohtes Infektionsrisiko bei Raucherinnen sein.

Im Gegensatz zu unserer Studie zeigte sich in der Untersuchung von Cohen ef al. [51] eine
deutliche Erh6hung der Interleukin-10-Konzentrationen bei Frauen mit BV-, Gonorrhoe-
oder Chlamydieninfektion. Sie schlussfolgerten, dass diese erhdhten Zytokinlevel von IL-
10 eine Downregulation der Ty1-Immunabwehr bewirken und somit die Anfilligkeit einer
HIV-Infektion erhohen. In dieser Studie wurden allerdings nur Frauen eingeschlossen, die
an einer Beckenbodenentziindung mit oder ohne zusitzliche vaginale Infektion erkrankt
waren. Die erhohten IL-10-Levels konnten auch auf die Beckenbodenentziindung

zurickzufiihren sein.

In der Studie von Cherpes et al. [100] wurde der Einfluss von hormonellen Kontrazeptiva
auf die lokale Entziindungsreaktion bei bakterieller Vaginose untersucht. Es zeigte sich,
dass sowohl proinflammatorische, als auch antiinflammatorische Zytokine signifikant bei
Frauen mit BV erhoht waren. Bei Frauen mit hormoneller Empféngnisverhiitung waren die
proinflammatorischen Levels von TNF, Interferon-gamma etc. signifikant niedriger,
allerdings gab es keine signifikante Verminderung des antiinflammatorischen

Schliisselzytokins IL-10.

Yasodhara et al. [101] stellten fest, dass Untererndhrung ein Risikofaktor fiir die
bakterielle Vaginose ist und ermittelten ebenfalls eine signifikante Erh6hung von IL-10 im

zervikovaginalen Fluor bei Frauen mit BV.

In der Studie von Giraldo et al. [102] wurde festgestellt, dass chronische Entziindungen in
der Vagina eine lokale Erhohung von IL-10 bewirken. Es zeigt sich, dass diese hohen

Zytokinlevels von IL-10 hervorgerufen durch rezidivierende vaginale Infektionen
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weiterhin bestanden, selbst wenn es keine akute Infektion gab. Diese wiirde darauf
hinweisen, dass in der Phase der akuten Infektion die Tyl-Immunantwort die
hauptsidchliche Abwehr darstellt und bei chronischer Erkrankung verstérkt die Interleukine
der Ty2-Immunabwehr aktiv sind. Folglich scheinen proinflammatorische Zytokine bei der

bakteriellen Vaginose fiir die lokale Immunabwehr eine grofle Rolle zu spielen.

In unserer Studie konnten wir feststellen, dass antiinflammatorische Interleukine bei
Frauen mit BV im vaginalen Fluor niedriger waren. In Bezug auf Interleukin-5 zeigte sich
allerdings nur eine Tendenz zur Konzentrationsverdnderung, da die Konzentrationswerte
sehr niedrig waren und keine signifikanten Ergebnisse lieferten. Bei Interleukin-10
konnten wir in unserer Studie bei gesunden Frauen eine hohere Zytokinkonzentrationen

feststellen, als bei an BV erkrankten Patientinnen.

Im Allgemeinen lagen die Werte an der Nachweisgrenze, allerdings konnte eine sinkende
Tendenz von Interleukin-10 nachgewiesen werden, wenn es zu einer Erkrankung mit BV
kommt. Durch die Festlegung der Nachweisgrenze auf 1pg/ml wurden Konzentrationen
unter 1pg/ml mit Null bewertet. In unserer Studie konnten bei 41% der gesunden Frauen
IL-10-Konzentrationen iiber der Nachweisgrenze festgestellt werden und bei erkrankten

Frauen nur 10%.
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6. Zusammenfassung

Obwohl die bakterielle Vaginose weltweit eine der haufigsten Infektionen des
Urogenitaltraktes bei gebdrfahigen Frauen ist, ist die Pathogenese dieser Krankheit noch
nicht vollstindig geklart. Aufgrund von schwerwiegenden Komplikationen sowohl bei
Schwangeren, als auch bei nicht schwangeren Frauen, ist es von entscheidender
Bedeutung, die Erkrankung moglichst frith zu erkennen. Die momentane Diagnostik wird

durch einen asymptomatischen Verlauf in jedem zweiten Krankheitsfall deutlich erschwert.

Ziel der durchgefiihrten Untersuchung war es, den lokalen Immunstatus der vaginalen
Flora bei gesunden Frauen zu bestimmen und diesen mit der Kontrollgruppe an BV

erkrankten Frauen zu vergleichen.

Wir untersuchten den vaginalen Abstrich von 160 gesunden Frauen und von 50 klinisch an
bakterieller Vaginose erkrankter Frauen und verglichen diese im Anschluss. Bei beiden

Patientengruppen handelte es sich um nicht schwangere Frauen.

Die  Konzentrationen  proinflammatorischer =~ Zytokine  IL-la, IL-18  und
antiifflammatorischen Interleukine-5 und -10 wurden mittels ELISA (enzyme-linked

immunosorbent assay) bestimmt.

Hinsichtlich der empirischen Untersuchung der Medianwerte von IL-1a gesunder Frauen
und der Kontrollgruppe ergaben sich keine signifikanten Unterschiede (p=0,485). Anders
verhielten sich die Ergebnisse bei IL-18. Im Vergleich zu gesunden Frauen zeigten sich im
vaginalen Abstrich der Frauen mit bakterieller Vaginose eine signifikante

Konzentrationserh6hung des Medianwerts von iiber 50 % (p=0,008).

Die Bestimmung von IL-5 ergab Medianwerte bei beiden Untersuchungsgruppen von Null.
Die Meanwerte lagen generell in sehr niedrigen Konzentrationsbereichen und konnten
somit keine signifikanten Ergebnisse liefern (p=0,144). Eine Tendenz der

Zytokinverminderung konnte bei erkrankten Frauen dennoch festgestellt werden.
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Auch die gemessenen Konzentrationen von IL-10 waren sehr niedrig, konnten aber als
signifikant bewertet werden (p = 0,011). Es zeigte sich bei erkrankten Frauen eine

Erniedrigung der IL-10-Konzentration im vaginalen Abstrich.

Anhand unserer Ergebnisse scheint die lokale Immunantwort bei bakterieller Vaginose
eine bedeutende Rolle zu spielen. Im Hinblick auf die schwerwiegenden Folgen dieser
Erkrankung wie z.B. bei Schwangeren Amnioninfektionssyndrom oder Friihgeburtlichkeit
und bei nicht schwangeren Frauen z.B. Endometritis oder erhohtes Infektionsrisiko mit
HIV bzw. HSV, ist es von Bedeutung diese Ergebnisse weiterzuverfolgen und noch andere
Interleukine auf deren Bedeutung in der Pathogenese dieses Krankheitsbildes zu
untersuchen.

Ein weiterer Gesichtspunkt ist die Therapie, die je frither sie begonnen wird, umso
effektiver ist. Mittel der Wahl ist weiterhin die Behandlung mit Metronidazol oder

Clindamycin.

Es wire notwendig, Standarduntersuchungen zu entwickeln, die eine schnelle und sichere
Diagnosestellung der bakteriellen Vaginose ermoglichen, bevor es zur Symptomatik bzw.

Komplikationen kommen kann.
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8. Anhang
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Eppendorf, Gilson
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Janke & Kunkel,
IKA-Labortechnik, Deutschland
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