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1 Einleitung und Fragestellung

1.1 Friihgeburtlichkeit

Unter einer ,, Friihgeburt™ versteht man die Beendigung einer Schwangerschaft vor Vollen-

dung der 37. Schwangerschaftswoche (Goldenberg et al., 2008).

Bis heute zdhlt die Frithgeburtlichkeit zu einem der bestimmenden Probleme der Perinatalme-
dizin. In Europa liegt die Friihgeburtsrate bei ca. 5-9%, in den USA betrigt sie ca. 12-13%
(Goldenberg et al., 2008). Trotz intensiver Forschung und gezielten Préventionsprogrammen
konnte sie in den entwickelten Léndern nicht gesenkt werden. Im Gegenteil — im Jahr 2005
stieg die Frithgeburtsrate in den USA gegeniiber 1981 von 9,5% auf 12,7% (Goldenberg et al.,
1998). Auch in Deutschland ist in den letzten 10 Jahren ein leichter Anstieg zu verzeichnen
(EU_Benchmarking_report, 2010). Die wirtschaftlichen Folgen durch die klinische Versor-
gung von Frithgeborenen sind immens. So entfallen ungefdhr die Hélfte der Kosten fiir die
Hospitalisierung von Sduglingen und ca. ein Viertel der padiatrischen Kosten auf frithgebore-
ne Kinder (Russell et al., 2007). Man schétzt die Ausgaben fiir Krankenhausaufenthalte bei
Frithgeborenen wihrend den ersten 10 Lebensjahren etwa doppelt so hoch wie bei Kindern,
die termingerecht geboren wurden (Petrou, 2005). Die hierdurch entstehenden Gesamtkosten
in Deutschland belaufen sich pro Jahr auf iiber eine Milliarde Euro (Friese, 2003). In den
USA beliefen sich die Kosten im Jahr 2001 auf 5,8 Milliarden US-Dollar. Dies entsprach 27%
aller Ausgaben pidiatrischer Krankenhausaufenthalte (Russell et al., 2007).

1.1.1 Risikofaktoren der Friihgeburtlichkeit

Aufgrund der Komplikationen und der 6konomischen Folgen wurden die Pathophysiologie
und Risikofaktoren fiir eine Frithgeburtlichkeit intensiv untersucht.

Dabei hat man verschiedene Ursachen herausgefunden: Frithgeburtlichkeit kann Folge vorzei-
tiger Wehentdtigkeit, eines frithen vorzeitigen Blasensprungs oder aber érztlicher Indikations-
stellung sein. Berkowitz et al. untersuchten in einer Studie 31107 schwangere Patientinnen,
von denen 3176 Patientinnen (10,1%) eine Frithgeburt hatten. In 1335 (42,0%) Fillen war die
Ursache ein frither vorzeitiger Blasensprung, bei 1215 (38,3%) Patientinnen kam es zu vorzei-
tiger Wehentitigkeit und in 626 (19,7%) Féllen waren &rztliche Indikationsstellungen aus-
schlaggebend (Berkowitz et al., 1998). Dies verdeutlicht, welche Rolle die durch drztliches



Handeln verursachte Frithgeburtlichkeit spielt. Die Entscheidung iiber Notwendigkeit einer
frithzeitigen Entbindung sollte kritisch und sorgfiltig gepriift werden.

Priadisponiert fiir eine Frithgeburt sind zudem Patientinnen mit sehr niedrigem oder hohem
Alter (Martin et al., 2007), niedrigem soziookonomischen Status (Smith et al., 2007), Patien-
tinnen mit Mehrlingsgraviditdt (Kiely, 1998) und Patientinnen mit Friihgeburten bei voraus-

gegangenen Schwangerschaften (Esplin et al., 2008; Swamy et al., 2008).

Als mogliche pathogenetische Faktoren in der Entstehung der vorzeitigen Wehentétigkeit
kommen sowohl Plazentationsstorungen, Uteruspathologien, miitterliche Erkrankungen als
auch fetale Ursachen in Betracht.

Der bedeutendste Risikofaktor fiir die Entwicklung eines vorzeitigen Blasensprungs und vor-
zeitiger Wehentdtigkeit scheint aber die aszendierende Genitalinfektion zu sein (Kimberlin et
al., 1998; Romero et al., 2004; EU_Benchmarking_report, 2010). Hierauf soll im néchsten

Abschnitt detaillierter eingegangen werden.

1.1.2 Pathophysiologie der Friihgeburtlichkeit

Einige Arbeitsgruppen haben sich mit dem pathogenetischen Geschehen beschiftigt, das zwi-
schen der bakteriellen Besiedelung und der letztendlich resultierenden Friihgeburt liegt. Es
wurde klar, dass eine Reihe von molekularbiologischen und biochemischen Vorgédngen an der
Zervix, der Dezidua und an den Eihduten der Ausloser von Wehentitigkeit und der zervika-
len Reifung sind.

Durch eine ,,bakterielle Besiedelung der Vagina mit pathogenetisch relevanten Mikroorga-
nismen® (Biischer, 2000) und folglich verdndertem Milieu der Scheide kommt es zu einer
bakteriellen Vaginose. Aufgrund des verdnderten pH-Wert konnen sich pathogene, vorwie-
gend anaerobe Keime vermehren und in Richtung des choriodezidualen Raum aszendieren

(Biischer, 2000).

Bei der Auslosung der Wehentitigkeit spielen unter anderem Zytokine eine wichtige Rolle.
Zytokine sind regulatorische Peptide, die innerhalb eines sehr komplexen Netzwerks zusam-
menspielen und von verschiedenen Zellen freigesetzt werden.

Im Rahmen der aszendierenden Infektion setzen aktivierte Makrophagen die Zytokine IL-1
und TNF-a frei, die zusammen mit von Bakterien freigesetztem Endotoxin an Dezidua-, Cho-
rion- und Amnionzellen zur vermehrten Freisetzung von Prostaglandinen, Corticotropin-

releasing Hormon (CRH) und Endothelin (Casey et al., 1989; Romero et al., 1989; Romero et



al., 1989; Holst et al., 2008) fiihren.

Prostaglandine und Endothelin induzieren am Myometrium die Wehentdtigkeit. CRH ver-
starkt die Wehentédtigkeit noch einmal {iber die parakrine Induktion der Sekretion von weite-
ren Prostaglandinen iiber die Plazenta. Weiterhin induzieren IL-1 und TNF-a die Freisetzung
von IL-6 aus Chorion- und Deziduazellen, wobei IL-6 ebenfalls parakrin eine Freisetzung von

Endothelin und Prostaglandin aus der Plazenta bewirkt (Dudley et al., 1992).
1.2 Amnioninfektionssyndrom

1.2.1 Definition

Unter einem Amnioninfektionssyndrom (AIS) versteht man alle pré- und subpartal auftreten-
den Infektionen der Eihdute, des Fruchtwassers, der Plazenta und auch des Kindes zusam-

mengefasst (Briese, 1999; Roche, 2006).
1.2.2 Theorie zur Entstehung des Amnioninfektionssyndroms

Im Jahre 1988 schlugen Romero et al. ein 4-Stadien-Modell (Abbildung 1) vor, bei dem eine
intrauterine Infektion aus einer anfinglich bakteriellen Besiedelung der Scheide hervorgeht
(Romero et al., 1988). Wichtig zu erwihnen ist allerdings, dass nicht jede bakterielle Besiede-
lung zu einer intrauterinen Infektion fiihren muss. Das im Folgenden beschriebene Modell

geht jedoch von der Entwicklung solch einer intrauterinen Infektion aus.

Die erste Stufe (Stadium I) ist die bakterielle Besiedelung der Vagina mit pathogenetisch be-
deutsamen Keimen wie Ureaplasma urealyticum, Fusobacterium spp., Staphylococcus au-
reus, Gardnerella vaginalis, Bacteroides, Mobiluncus spp., und Myocoplasma hominis u.a.
(Romero et al., 2003). Nach vorzeitigem Blasensprung und Eréffnung der Zervix durch die
oben beschriebenen Vorginge konnen Bakterien die Dezidua erreichen (Stadium II). Eine
Besiedelung der fetalen Gefaf3e fiihrt zur Choriovaskulitis, eine Besiedelung des Amnions zu
einer Amnionitis. Stadium III ist erreicht, wenn die Erreger Chorion und Amnion iiberwinden
und die Amnionhohle besiedeln. Im Stadium IV kommt es zum direkten Kontakt der Bakteri-
en mit dem Feten oder zur Aspiration des bakteriell besiedelten Fruchtwassers mit der Folge

einer kongenitalen Pneumonie.



Abbildung 1 4-Stadien-Modell der intrauterinen Infektion nach Romero et. al (Romero et al., 2003)

In seltenen Fillen kann es auch bei intakter Fruchtblase zur Infektion des Fruchtwassers
kommen. Hier sind vor allem Streptokokken der Gruppe B beteiligt. In der Folge kommt es
durch die endogene Prostaglandinsynthese zur sekunddren Reifung der Zervix, Wehenbeginn
und vorzeitigem Blasensprung (Briese, 1999). Sehr selten kann sich ein Amnioninfektions-
syndrom aus einer hdmatogenen und lymphogenen Ausbreitung eines extragenitalen infektio-
sen und eitrigen Geschehens entwickeln (Briese, 1999). Speziell fiir eine Infektion mit Liste-
ria monocytogenes ist eine transplazentare himatogene Streuung bei miitterlicher Bakterina-
mie beschrieben worden (Silver, 1998). Auch durch eine Amniozentese kann es zu bakteriel-

ler Keimverschleppung mit Folge einer Amnioninfektion kommen (Romero et al., 2007).

Das Modell beschreibt die Vorgidnge nur sehr schematisch und oberflichlich. Dabei werden
die Zytokine als wichtige Mediatoren dieses Vorganges nicht berticksichtigt. Tatséchlich ist
dieses Geschehen viel komplexer anzusehen und zum heutigen Zeitpunkt noch nicht génzlich

verstanden.



1.2.3 Amnioninfektionssyndrom — Gefahren fiir Mutter und Kind

Die Infektion der Amnionhohle birgt groBe Gefahren fiir die Mutter und den Feten. Intrapartal
sehr gefiirchtet ist die miitterliche Gefdhrdung durch eine disseminierte intravasale Gerin-
nungsstorung. Neben einer Puerperalinfektion im frithen Wochenbett oder unter der Geburt
kann eine weitere Ausbreitung der Infektion zu Endometritis, Endomyometritis, Adnexitis
puerperalis, Pelveoperitonitis und einer Sepsis fiihren.

Auch die Gefahren fiir das Kind sind nicht zu vernachlédssigen. Innerhalb der ersten 5 Tage
post partum kann es zu einer ,,early onset infection* mit Ausbildung einer Pneumonie, Otitis,
Gastroenteritis oder gar einer Meningitis kommen. Eine kindliche Sepsis kann sich durch ver-
schiedene unspezifische Prodromalzeichen andeuten. Hierunter fallen Fieber, Hypotonie,
Trinkschwéche, Irritabilitdt, Tremor, Hypotonie, grau-blasses Aussehen und Zyanose
(Driggers et al., 1985; Briese, 1999). Ein geeigneter Prognosefaktor stellt hierbei das Ausmalf}
eines eventuell auftretenden FIRS (fetal inflammtory response syndrome) dar (Gomez et al.,
1998).

Die langfristigen Folgen durch eine intrauterine Infektion stellen zusitzlich ein sehr ernstzu-
nehmendes Problem dar und wurden in den letzten Jahren verstirkt erforscht. Dabei steht die
pulmonale und zerebrale Problematik im Vordergrund. Experimentelle Studien belegen eine
neurozytotoxische Wirkung bakterieller Mediatoren und inflammatorischen Zytokine, insbe-
sondere TNF-a (Garnier, 2004). Es hat sich gezeigt, dass perinatale Hirnschdaden die Hauptur-
sache fiir die Entwicklung chronischer neurologischer Krankheitsbilder im Erwachsenenalter
sind (Berger et al., 1999). Kinder, die intrauterin einer entziindlichen Reaktion ausgesetzt wa-
ren, haben ein 11-fach erhohtes Risiko, eine periventrikuldre Leukomalazie zu entwickeln.
Bedingt ist dies durch die erhohte Anfilligkeit des unreifen fetalen Gehirns gegeniiber intra-
uterinen Sauerstoffmangelzustdnden (Leviton et al., 1999). Diese Anfalligkeit wird durch eine
gleichzeitig stattfindende Infektion noch verstirkt (Zupan et al., 1996; Eklind et al., 2001).
Experimentell konnte gezeigt werden, dass inflammatorische Prozesse zur einer Stérung der
Markscheidenreifung fithren, welche heute als eine der Hauptursachen fiir die Entwicklung

einer periventrikuldren Malazie diskutiert wird (Dammann et al., 2002).
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1.3 Diagnostik

1.3.1 Klinische Parameter

Im Alltag bedient man sich einer Fiille an klinischen Parametern, um eine intrauterine Infekti-
on zu diagnostizieren. Kennzeichnend sind neben einem druckschmerzhaften Uterus miitterli-
ches Fieber >38°C, miitterliche Tachykardie, ein erhohter CRP-Wert iiber 10 mg/l sowie der
Abgang fotiden Fruchtwassers. Oftmals liegt eine Leukozytose mit Linksverschiebung vor.
Vorzeitige Wehentiétigkeit oder vorzeitiger Blasensprung treten in den allermeisten Fillen als
erste Symptome auf. Mithilfe des Kardiotokogramms (CTG) ldsst sich der Zustand des Feten
objektivieren. Eine persistierende fetale Tachykardie iiber 150 Schlidge pro Minute ist charak-
teristisch flir das Vorliegen eines Amnioninfektionssyndroms und kann die Folge einer erhoh-

ten miitterlichen Temperatur oder Anzeichen einer fetalen Infektion sein (Briese, 1999).
1.3.2 Fruchtwasseruntersuchungen — Ansiitze

Aufgrund der begrenzten Aussagekraft der oben genannten klinischen Parameter wurde in der
Vergangenheit ein stirkerer Fokus auf die Amniozentese zur Diagnostik einer intrauterinen
Infektion mittels verschiedener Marker gelegt. Auf der Suche nach sensitiven und spezifi-
schen Markern wurde u.a. die Gramfarbung untersucht. Hier zeigte sich aber neben einer ge-
ringen Sensitivitdt von 45% auch der Nachteil, dass eine bakteriologische Kultur 2-3 Tage
dauert, bis sie ausgewertet werden kann (Tita et al., 2010). Das ist in der akuten Situation
nicht schnell genug.

Dildy et al. zeigten, dass Fruchtwasserkulturen aufgrund des antibakteriellen Milieus des
Fruchtwassers negativ ausfallen konnen (Bratlid et al., 1978; Dildy et al., 1994). Sie verglei-
chen in ihrer Arbeit die Sensitivitit der Gramfarbung gegen die Glucosekonzentration im
Fruchtwasser hinsichtlich der Diagnostik einer intrauterinen Infektion. Sie konnten zeigen,
dass die Spezifitdt fiir die Diagnostik einer Chorioamnionitis mit einem Cut-off von 15 mg/dl
bei 73,3% und damit {iber der der Gramfarbung (45%) liegt. Der priadiktive Wert betragt
68,8%. Trotz des Nachteils, dass Glucosewerte im Fruchtwasser durch maternalen Diabetes
oder Wachstumsretardierung des Kindes verdndert sein konnen, ist die Bestimmung der Glu-
kosekonzentration - neben der Bestimmung von Interleukin-6 im Fruchtwasser - bis heute die

einzigste etablierte Methode zur invasiven Diagnostik einer Infektion in utero.
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1.3.3 Zytokindiagnostik

Die vorhandenen klinischen Parametern zur Diagnostik einer intrauterinen Infektion stellen
den Kliniker vor groBBe Probleme, da sie weder ausreichend spezifisch, noch sensitiv genug
sind, um tatséchlich eine Infektion in utero und somit Gefdhrdung fiir Mutter und Kind zu
diagnostizieren (Romero et al., 2006). Eine Aussage iiber die tatsdchliche Situation in utero
ldsst sich so oftmals nicht zuverldssig treffen Der Fokus ist nicht zwingend auf den Uterus
beschrinkt - miitterliches Fieber, Tachykardie oder ein erhdhter CRP-Wert miissen nicht

zwangsldufig durch ein Amnioninfektionssyndrom bedingt sein.

Folglich erlauben die klinischen Moglichkeiten der Diagnostik eines Amnioninfektionssyn-
droms keinen sicheren Riickschluss auf eine Infektion in utero und in deren Folge auf eine
Gefdhrdung des Feten. Auch die Tatsache, dass der GroBteil der Infektionen subklinisch ver-
lduft und es gar nicht oder sehr spit zur Ausbildung klinischer Symptome kommt, macht die
frithe Diagnosestellung um einiges komplizierter (Monga et al., 1995). Umso mehr ist die
Kenntnis von sensitiven und spezifischen Infektionsmarkern von groBer Relevanz. Auf der
Suche nach diagnostischen Markern sind in den letzten Jahren Zytokine als Biomarker in den
Vordergrund geriickt. Mittlerweile ist die Tatsache, dass es zur erhdhten Expression proin-
flammatorischer Zytokine wihrend eines Entziindungsgeschehens in utero kommt, unbestrit-

ten.

1.3.3.1 Zytokine und das Immunsystem

Bei Zytokinen handelt es sich um eine sehr heterogene Gruppe von Proteinen mit einem Mo-
lekulargewicht von 8-40 kDa (Dinarello, 2000). Zytokine iiben eine wichtige Rolle als Media-

toren der Immunantwort aus.

Membrangebundene Zytokine ermoglichen den Kontakt zwischen benachbarten Zellen. Der
Informationsaustausch entfernter Zellen im gleichen Gewebe wird tiber die Sekretion 16sli-
cher Zytokine mdglich gemacht. Auch die Kommunikation verschiedener Gewebezellen wird
durch Interleukine ermoglicht. Je nachdem, ob ein Zytokin an der Verstirkung einer Immun-
antwort beteiligt ist, oder einer Immunantwort entgegenwirkt, unterscheidet man pro-

inflammatorische von anti-inflammatorischen Zytokinen.

Geldufiger ist die Einteilung in TH1-, TH2- und auch TH17-Zytokine. Ursprung dieser Unter-

teilung ist im Allgemeinen eine naive T-Zelle, die durch antigenprisentierende Zellen (APC)
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zur T-Helferzelle (TO) differenziert. TH-1-Zellen produzieren hauptsichlich IL-1, IL-2, IL-
12, IL-15, IL-18, IFN-gamma und TNF-a und férdern die zellulire Immunitét , wohingegen
TH-2-Zellen fiir die Produktion der Zytokine IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13 und GM-CSF
verantwortlich gemacht werden und die humorale Immunitit zu vertreten scheinen
(Belardelli, 1995; Raghupathy, 1997). Mittlerweile gibt es neben TH-1 und TH-2-Zytokinen
auch die Gruppe der TH17-Zytokine. Diese neuere Subpopulation wird gefordert durch die
Anwesenheit von TGF-beta und IL-6 und zeichnet sich durch die Produktion von IL-17 und
IL-22 aus. TH17-Zellen werden fiir die Entstehung von Autoimmunerkrankungen verantwort-

lich gemacht (Marwaha et al., 2012).

In der folgenden Betrachtung der in dieser Arbeit untersuchten Interleukine soll auf deren
jeweilige Funktion innerhalb der Immunantwort eingegangen werden. Die bisherigen Ergeb-
nisse in in-vitro-Untersuchungen geben einen guten Uberblick iiber die Funktion, kénnen al-

lerdings nicht uneingeschrinkt auf die in-vivo-Funktion iibertragen werden.
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1.3.3.2 Interleukin-6 (IL-6)

IL-6 als Teil der TH2-Immunitét gehort zur Gruppe der pro-inflammatorischen Zytokine und
wird hauptsdchlich von Monozyten, Makrophagen, T-Lymphozyten und Fibroblasten freige-
setzt. Wichtiger Bildungsort in der feto-maternalen Einheit sind die Endothelzellen der Pla-
zenta sowie Deziduazellen nach dem Kontakt des fetalen Organismus mit Lipopolysaccharid
(LPS) (Fortunato et al., 1996; Figueroa-Damian et al., 1999).

Uber IL-6 werden die Hepatozyten der fetalen Leber zur Produktion von Akute-Phase-

Proteinen angeregt, u.a. C-reaktives Protein.
1.3.3.3 Interleukin-15 (IL-15)

IL-15 spielt als inflammatorisches TH1-Zytokin eine wichtige Rolle in der Abwehr von Mi-
kroorganismen. Nach mikrobieller Stimulation wird es von Monozyten und dendritischen
Zellen produziert. Dendritische Zellen sind Teil des angeborenen Immunsystems und der
Schliissel bei der Initiierung der T-Zell-gebundenen Immunantwort. Einmal von einem Anti-
gen aktiviert, migrieren sie in die sekunddren Lymphorgane und aktivieren naive T-Zellen
iiber die Prisentation des Antigens. Die Produktion von IL-15 durch Monozyten ist fiir die
Synthese von INF-y durch NK-Zellen essentiell (Mattei et al., 2001). Durch IL-15 und andere
Zytokine werden NK- und T-Zellen zur Produktion von INF-y angeregt (Carson et al., 1994;
Yoshikai et al., 2000). Weiterhin bewirkt IL-15 die Forderung der Entwicklung von B-Zellen.
Die Verstirkung der Expression von TNF-a, IL-1 und inflammatorischen Chemokinen ist

ebenfalls eine wichtige Funktion von IL-15.
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1.3.3.4 Pro-IL1P

Das TH1-Zytokin IL-1f entsteht aus dem Vorldufermolekiil pro-IL-18, das im Zytosol lokali-
siert ist. Eine Cystein-Protease, IL-1f Converting Enzyme, spaltet einen Teil des Molekiils
ab, wodurch IL-1p in seine aktivierte Form iiberfiihrt wird und iiber die Zellmembran das
Zytosol verlassen kann. Innerhalb der feto-maternalen Einheit wird IL-18 von Zellen der De-
zidua und der Plazenta produziert (Romero et al., 1989). Neben der Dezidua sind die Haupt-
produzenten im Rahmen einer Immunantwort wéahrend einer Chorionamnionitis Makrophagen
und Neutrophile. Bei Schwangeren konnten im Vergleich zu Nicht-Schwangeren signifikant
hohere IL-1B-Spiegel im Serum nachgewiesen werden (Kauma et al., 1990). IL-1p ermdglicht
die Translokation der zytosolischen Phospholipase A2 an die Membran - das kann zur Auslo-
sung vorzeitiger Wehentétigkeit fithren (Xue et al., 1995). Weiterhin hemmt IL-1f zusammen
mit LPS die Aktivitit der 15-Hydroxyprostanglandin-Dehydrogenase, welches eines der
wichtigsten Enzyme zur Inaktivierung von Prostaglandinen darstellt. Hierunter wird die Pro-

stanglandinwirkung verstérkt (Brown et al., 1998).
1.3.3.5 CXCL10/1P-10

CXL10 als Bestandteil der CXC-Zytokinfamilie ist ein Zytokin aus der Gruppe der Chemoki-
ne. Es wird nach Kontakt mit Interferon-y von Monozyten, Lymphozyten, Makrophagen und
in geringem Malle auch von Endothelzellen produziert (Sauty et al., 1999). Allerdings ist fiir
die Ausschiittung ein paralleler Kontakt mit LPS oder TNFa nétig. Wegen der Induktion
durch Interferon-gamma wird CXCL10 auch als ,,Interferon-inducible Protein-10* bezeichnet.
Interferon-gamma wird von T-Zellen gebildet. Ein erhohter IP-10-Spiegel ist somit ein ausge-
zeichneter Marker, um die Aktivitit von T-Lymphozyten zu bestimmen. Auf Neutrophile hat

IP-10 keine Wirkung (Dewald et al., 1992).
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1.4 Fragestellung

Infektionen sind die Hauptursache fiir die Entwicklung vorzeitiger Wehentétigkeit mit nach-
folgender Friihgeburtlichkeit (El-Bastawissi et al., 2000). Durch eine aszendierende Infektion
kann sich eine intrauterine Infektion ausbilden, welche einen akuten Gefahrenzustand fiir
Mutter und Kind darstellt. Eine friihzeitige Diagnose ist anhand klinischer Zeichen und labor-
chemischer Parameter wie CRP nicht immer sicher moglich. Die Parameter sind zu unspezi-
fisch und bei subklinischen Infektionen nicht vorhanden. Bei der Verdachtsdiagnose ,,Amnio-
ninfektionssyndrom® ist laut Empfehlungen die sofortige Entbindung zu veranlassen, um die
Risiken fiir Mutter und Kind mdglichst gering zu halten. Eine friihzeitige Diagnostik ist des-
halb iiberaus wichtig. Da es bisher nicht mdglich ist, ein Amnioninfektionssyndrom sicher
auszuschlieBen, wird schon bei klinischem Verdacht und steigenden Infektparametern eine
vorzeitige Schwangerschaftsbeendigung durchgefiihrt . Beriicksichtigt werden hier besonders
maternales Fieber, fetale Tachykardie, Wehentitigkeit und ansteigenden CRP -
Serumkonzentrationen unter Antibiose. Durch die vorzeitige Schwangerschaftsbeendigung
lassen sich zwar mogliche infektionsbedingte Gefahren fiir Mutter und Kind reduzieren, doch
sind die Patienten hiufig mit den Folgen einer Frithgeburt konfrontiert. Eine moglichst spezi-
fische und sensitive Diagnostik hétte also den Vorteil, die Rate an durch den Geburtshelfer

verursachten Frithgeburtlichkeit und die Morbiditét fiir Mutter und Kind zu senken.

Es gibt Hinweise, dass Biomarkerkombinationen, als auch andere Zytokine als IL-6 fiir die
Diagnostik inflammatorischer Prozesse im Uterus von Bedeutung sind. Ziel dieser Arbeit ist
es daher, die Zytokine IL-6, IL-15, pro-IL-1f und CXCL10/IP-10 auf ihren pradiktiven Wert
beziiglich der Aussage, ob eine Infektion vorliegt oder nicht, zu untersuchen und mit den Da-

ten in der Literatur zu vergleichen.
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Folgende Fragestellungen ergaben sich fiir unsere Arbeit:

1. Inwiefern eignen sich die untersuchten Zytokine als Marker einer intrauterinen Infek-
tion? Gibt es signifikante Konzentrationsunterschiede der Zytokine IL-6, IL-15, IL-1f
und CXCL10/IP-10 im Fruchtwasser von Patientinnen mit klinischer Symptomatik ei-
nes Amnioninfektionssyndroms verglichen mit Patienten ohne Vorliegen einer intra-

uterinen Infektion?

2. Lassen sich signifikante Konzentrationsunterschiede der Zytokine IL-6, IL-15, IL-1f
und CXCL10/IP-10 zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Schwangerschaft nachwei-

sen?
3. Hat das Alter der Mutter einen Einfluss auf die Zytokinkonzentration?

4. Wie wirkt sich das Geschlecht des Kindes auf die Zytokinexpression aus? Bestehen
signifikante Konzentrationsunterschiede bei weiblichen Feten im Vergleich zu méinn-

lichen?
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2 Material und Methoden

2.1 Gerite

Produkt

Bezugsquelle

Einkanal-Pipette ,,Research* 0,5 — 10 ul

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Einkanal-Pipette ,,Research* 10 - 100 ul

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Einkanal-Pipette ,,Research* 100 — 1000 ul

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

ELISA-Reader ,,Microplate Reader MRX II*

Dynex Technologies, Chantilly, USA

ELISA-Auswertungsprogramm  ,,Revelati-

on‘, Version 4.22

Dynex Technologies, Chantilly, USA

Eisherstellungsmaschine ,,AF 80

Scotsman Ice Systems, Vernon Hills, USA

Eisschrank (-32°C) ,,Premium NoFrost*

Liebherr, Kirchdorf, Deutschland

Eisschrank (-80°C) ,,Forma 900 Series*

Thermo Fisher Scientific, 81 Wyman Street,
Waltham, MA 02454, USA

Glasbehélter 500 ml

Biochrom KG, Berlin, Deutschland

Kiihlkammer (7°C)

Kajetan Hierhammer, Miinchen, Deutschland

Kihlschrank ,,Cooler*

Siemens AG, Miinchen, Deutschland

Mehrkanal-Pipette ,,Research®, 8fach, 30 —
300 ul

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Mehrkanal-Pipettier-Reservoir

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Mikrokiivetten ,,SafeLock Tubes®; 1,5 ml

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Mikrokiivetten ,,SafeLock Tubes®; 2,0 ml

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
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Pipettenspitzen ,,epT.I.P.S. Filter” 10 ul

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Pipettenspitzen ,,epT.I.P.S. Filter* 100 ul

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Pipettenspitzen ,,epT.I.P.S. Filter* 1000 ul

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Pipettenspitzen ,,epT.I.P.S. Dualfilter” 300 ul

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Pipettierhilfe ,,Easypet*

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Pipettierhilfen-Einsatz ,,serological pipet*

Sarstedt AG & Co., Niimbrecht, Deutschland

Polypropylen-Roéhrchen ,,.Blue Max Conical
Tube* 15 ml

Falcon, Becton Dickinson, Franklin Lakes,

USA

Polypropylen-Roéhrchen ,,.Blue Max Conical
Tube* 50 ml

Falcon, Becton Dickinson, Franklin Lakes,

USA

ReaktionsgefaBstinder ,,Tube Rack*

Microtest Laboratories, Agawam, USA

Riittler ,,Varishaker*

Dynatech, Guernsey, GroBbritannien

Styropor-Halter fiir Mikrokiivetten

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Vortexgerit ,,Genie I

Bender & Hobein, Ziirich, Schweiz

Wasser, vollentsalzt

Apotheke Innenstadt, Pettenkoferstral3e,

Miinchen

Zentrifuge ,,MiniSpin*

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
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2.2 Material

Die zur Zytokinbestimmung nétigen ELISA-Kits bezogen wir von der Firma R&D Systems,
Inc. in Minneapolis, USA.

ELISA-Kits Bezugsquelle

Quantikine® Human CXCL10/IP-10 Immu- | R&D Systems, Inc.

noassay
Minneapolis, MN 55413, USA

Catalog Number: DIP100

Quantikine® Human IL-6 Immunoassay R&D Systems, Inc.
Catalog Number: D6050 Minneapolis, MN 55413, USA
Quantikine® Human IL-15 Immunoassay R&D Systems, Inc.
Catalog Number: D1500 Minneapolis, MN 55413, USA

Quantikine® Human pro-IL-1f Immunoassay | R&D Systems, Inc.

Catalog Number: DLBP00 Minneapolis, MN 55413, USA
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2.3 Studiendesign

Bei der vorliegenden Studie handelt es sich um eine prospektive Fall-Kontroll-Studie, bei der
die Konzentrationen verschiedener Zytokine wihrend der Schwangerschaft untersucht wur-

den.

Die Studie wurde durch die lokale Ethikkommission der Medizinischen Fakultit der Lud-

wigs-Maximilians-Universitdt Miinchen genehmigt.
2.4 Patientinnen

Im Zeitraum zwischen 2008 und 2010 wurden 215 schwangere Patientinnen der Klinik und
Poliklinik fiir Frauenheilkunde und Geburtshilfe der LMU Miinchen einbezogen. Das zu un-
tersuchende Fruchtwasser gewannen wir entweder wéihrend der Geburt oder durch Amniozen-
tese im Rahmen einer klinischen Untersuchung. Alle Patientinnen wurden in einem ausfiihrli-
chen Gesprich tiber die Studie aufgeklért und gaben ihr schriftliches Einverstindnis vor Auf-

nahme in unsere Studie. Ein entsprechendes Ethikvotum wurde erteilt.

Je nach Modus der Fruchtwasserentnahme teilten wir die Patientinnen in vier verschiedene
Studiengruppen ein. Fruchtwasser, das im Rahmen einer Amniozentese gewonnen wurde,
teilten wir der Gruppe ,,Amniozentesen* zu. Wihrend der Geburt entnommene Fruchtwasser-
proben teilten wir je nach Geburtsmodus den Gruppen ,,Spontangeburten* — im Rahmen einer
Spontangeburt durch Amniotomie - oder ,,Sectiones” — im Rahmen einer operativen Entbin-
dung - zu. Die vierte Gruppe wurde gebildet aus Fruchtwasserproben, die wir im Rahmen
einer Amniozentese bei Verdacht auf Amnioninfektionssyndrom erhielten. Eine Aufstellung
der Patientenzahlen innerhalb der Gruppen sowie die deskriptive Statistik zeigt Tabelle 1. Die
Spannweite und der Median hinsichtlich der Paritdt und Graviditdt der untersuchten Patien-

tinnen werden in Tabelle 2 dargestellt.
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n von bis Mittelwert
Alle Patientinnen >
Alter 215 19 48 34,34
n von bis Mittelwert
Amniozentesen > =
Alter 81 19 45 34,57
n von bis Mittelwert
Sectiones >
Alter 101 22 48 34,16
n von bis Mittelwert
Spontangeburten >
Alter 20 24 44 33,65
n von bis Mittelwert
Amnioninfektionssyndrome »  Alter 13 26 47 35,64
Tabelle 1 Ubersicht iiber die Patientenzahlen im Gesamten und innerhalb der einzelnen Gruppen
n von bis Median
Amniozentesen ———— Graviditat 81 1 7 1
Paritat 81 0 4 1
n von bis Median
Sectiones — Graviditat 101 1 6 2
Paritat 101 1 4 2
n von bis Median
Spontangeburten — Graviditit 20 1 7 2
Paritat 20 1 6 1
n von bis Median
Amnioninfektionssyndrome =~ =e®  Graviditat 13 1 6 2
Paritat 13 1 3 1

Tabelle 2 Ubersicht iiber Graviditit und Paritit innerhalb der einzelnen Gruppen
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2.4.1 Amniozentesen

In diese Gruppe haben wir 81 Patientinnen eingeschlossen. Diese stellten sich bei uns aus
verschiedenen Griinden zur Amniozentese vor. Die Fruchtwasserentnahme erfolgte zwischen
der 15. und 31. SSW (Median: 17. SSW). Eine Ubersicht iiber die Hiufigkeit der Entnahme-
zeitpunkte zeigt Abbildung 2. Der genaue Ablauf ist im Kapitel 2.5.1 beschrieben.

307

204

Haufigkeit

104

Abbildung 2 Zeitpunkt der Fruchtwasserentnahme per Amniozentese (Hzufigkeit in Prozent)

Die Hauptindikation (37% der Fille) zur Durchfiihrung einer Amniozentese war das Alter der
Mutter iiber 35 Jahre (entsprechend der Mutterschaftsrichtlinien in Deutschland). Weitere
Indikationen waren u.a. Amniozentesen aufgrund auffilliger Befunde in der Sonographie
(21%) oder die Durchfiihrung einer Amniozentese aus Sorge der Eltern (8,6%). Eine genaue

Aufstellung der unterschiedlichen Indikationen zeigt Tabelle 3.
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Indikation Hiufigkeit Prozent
Maternales Alter >35 Jahre 30 37,0
Auftdlligkeit in der Sonographie 17 21,0
Unbekannt 12 14,8
Wunsch aus Sorge der Eltern 7 8,6
Auffilligkeiten Biochemie 6 7,4
Auffillige Familienanamnese 3 3,7
Andere Griinde 3 3,7
V.a. Trisomie 21 2 2,5
Toxoplasmoseinfektion 1 1,2
Gesamt 81 100,0

Tabelle 3 Indikationen zur Durchfiihrung einer Amniozentese
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2.4.2 Sectiones

In diese Gruppe schlossen wir insgesamt 101 Patientinnen ein. Im Rahmen der operativen
Entbindung entnahmen wir das Fruchtwasser (direkt nach Amniotomie). Die Patientinnen
waren im Mittel 34 Jahre alt (von 22 bis 48 Jahre). Die Entbindung mit Fruchtwassergewin-
nung fand zwischen der 27. und 42. SSW statt (Median: 39 SSW) (Abbildung 3). Die Haupt-
indikation fiir eine Schnittentbindung war ein schon durchgefiihrter Kaiserschnitt bei einer
fritheren Schwangerschaft (Z.n. Sectio) gefolgt von der Indikation bei Beckenendlage (BEL)
des Kindes. Weitere Indikationen waren Mehrlingsgraviditét, Sectio auf Wunsch der Mutter,
pathologisches CTG, Makrosomie des Kindes, Oligohydramnion oder sonstige Griinde.

Sekundire Sectiones wurden aus dem Studienkollektiv ausgeschlossen.

507

40

304

Haufigkeit

107

Abbildung 3 Zeitpunkt der Fruchtwasserentnahme per Sectio caesaria
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2.4.3 Spontangeburten

Diese Gruppe beinhaltete 20 Fille, bei denen wir Fruchtwasser durch Amniotomie im Rah-
men einer Spontangeburt gewannen (Verweis Probengewinnung). Diese fand zwischen der
34. und 42. SSW statt (Median: 40 SSW) (Abbildung 4). Das durchschnittliche Alter der Pati-
entinnen lag bei 33,65 Jahren (von 24 bis 44 Jahre).

Haufigkeit

U I I I
34 35 36 38 39 40 41 42

SSW

Abbildung 4 Zeitpunkte der Spontangeburten

2.44 Amnioninfektionssyndrome

Diese Gruppe beinhaltete 13 Félle. Im Durchschnitt waren die Patientinnen 35,64 Jahre alt
(von 26 bis 47 Jahre) und wurden zwischen der 17. und 34. SSW entbunden (Median: 27,0
SSW). In diese Gruppe eingeschlossen wurden Félle, bei denen aufgrund klinischer Parameter
die Verdachtsdiagnose ,,Amnioninfektionssyndrom* gestellt wurde. Einschlusskriterien waren
steigende Infektparameter unter Antibiose, Wehentdtigkeit im CTG und fetale Tachykardie.
Zusitzlich wurde per Amniozentese Fruchtwasser gewonnen, das auf die Konzentration von

Interleukin-6 hin untersucht wurde.
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2.5 Probengewinnung

Nachfolgend werden die genauen Bedingungen erldutert, unter denen wir das Fruchtwasser
von den Patientinnen der einzelnen Gruppen gewannen. Je nach Indikation und Methode der
Fruchtwasserentnahme ergaben sich zwischen den Studiengruppen verschiedene Zeitpunkte

der Fruchtwasserentnahme.
2.5.1 Amniozentesen

Die Indikationen zur Durchfiihrung einer Amniozentese wurden oben aufgezeigt. Vor Beginn
des Eingriffes fand ein ausfiihrliches Aufkldrungsgespréich statt, bei dem die Patientin iiber
den Ablauf und die Risiken der Amniozentese aufgeklédrt wurde. Der Patientin wurde entspre-
chende Bedenkzeit eingerdumt und nach schriftlicher Einverstindniserkldrung ein Termin
vereinbart.

Vor dem Eingriff wurden die ndtigen Materialen auf einem sterilen Tuch bereitgelegt: sterile
Handschuhe, sterile Tiicher, sterile Tupfer, sterile Pflaster, eine sterile Spritze (Volumen
20 ml), eine Verschlusskappe fiir die Spritze und eine Punktionskaniile (20G x 3,5). Die Pati-
entin wurde in Riickenlage gelagert. Zur groBtmoglichen Minimierung des Risikos einer In-
fektion von Mutter und Kind wurde das Areal rund um die Punktionsstelle groBziigig und
griindlichst desinfiziert. Die optimale Punktionsstelle wurde sonographisch unter Beriicksich-
tigung der Kindslage und des Plazentasitzes ermittelt. Vorzugsweise wurde abdominal punk-
tiert.

Zu diagnostischen Zwecken wurden 15-20 ml Fruchtwasser entnommen. Fiir die in dieser
Arbeit beschriebenen Untersuchungen wurden noch einmal 5 ml Fruchtwasser gewonnen und
zu gleichen Teilen a 1 ml in verschlieBbare Mikrokiivetten verteilt, nummeriert und bei -80°C
umgehend eingefroren konserviert.

Nach Herausziehen der Punktionskaniile wurde die Einstichstelle noch einmal desinfiziert und
mit einem sterilen Pflaster abgedeckt. Eine CTG-Kontrolle fand im unmittelbaren Anschluss
an den Eingriff statt. Bei Rhesus-negativen Patientinnen wurde eine Rhesusprophylaxe

durchgefiihrt.
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2.5.2 Sectiones

Die zu untersuchenden Proben wurden wihrend der operativen Entbindung gewonnen. Hier-
fiir wurden unmittelbar nach der Uterotomie mittels einer sterilen Spritze 10 ml Fruchtwasser
entnommen. Wie bei der Gruppe ,,Amniozentesen” wurde das Fruchtwasser auch in dieser

Gruppe in Mikrokiivetten a 1 ml verteilt und diese bei -80°C tiefgefroren.
2.5.3 Spontangeburten

Die Fruchtwasserentnahme fand wéhrend des Geburtsvorgangs statt. Im Rahmen einer medi-
zinisch indizierten Amniotomie wurden 10 ml Fruchtwasser mit einer sterilen Spritze gewon-
nen. Direkt nach der Er6ffnung der Fruchtblase wurde Fruchtwasser aus dem hinteren Blatt
eines Spekulums (im Rahmen der Spiegeleinstellung) entnommen. Es wurde darauf geachtet,
dass die Proben nicht mit Blut ,,verunreinigt” wurden. Analog zu den vorhergegangen Grup-
pen wurden die Proben nach Verteilen auf Mikrokiivetten nummeriert und bei -80°C tiefge-

froren.
2.5.4 Amnioninfektionssyndrome

Das Fruchtwasser wurde per Amniozentese gewonnen. 10ml wurden entnommen: 5ml einge-
froren und 5ml in das mikrobiologische Institut geschickt. Wie bei der Fruchtwasserentnahme
der ,,Amniozentesen‘‘-Gruppe wurde die Patientin in Riickenlage gelagert und nach ausfiihrli-
cher Desinfektion zur Keimreduktion durch abdominale Punktion 10 ml Fruchtwasser ge-
wonnen und auf Mikrokiivetten a 1 ml verteilt. Zusédtzlich sendeten wir einen Teil der Proben
zur Kultivierung des Fruchtwassers in ein mikrobiologisches spezialisiertes Labor unserer

Klinik.

2.6 Methoden

2.6.1 Enzyme-Linked-Immuno-Sorbent-Assay (ELISA)

In dieser Arbeit wurden mithilfe der ELISA-Methode die Zytokine IL-6, IL-15, pro-IL-1f
und CXCL10/IP10 im Fruchtwasser bestimmt. In unserem Falle wurde ein sog. Sandwich-
ELISA angewendet, dessen Funktionsprinzip nachstehend kurz erldutert wird (siehe auch
Abbildung 5). An die feste Phase - bei unseren Versuchen spezielle 96-Well-Mikrotiterplatten

- ist ein spezifischer Antikdrper (,,coating antibody*) gebunden. Dieser Antikorper bindet
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einen bestimmten Teil des gesuchten Antigens, das sich in der Probe befindet. Nach Zugabe
des Antigens kommt es wihrend der folgenden Inkubationsphase zu einer Antikorper-
Antigen-Bindung. Nicht gebundene Antigene werden durch einen anschlieBenden Waschvor-
gang entfernt, iibrig bleibt ein Antikdrper-Antigen-Komplex. Ein zweiter hinzu gegebener
Antikorper, an dem ein bestimmtes Enzym, meist Meerrettichperoxidase (HRP), hingt, bindet
ein anderes Epitop des Antigens. Hierdurch behindern sich die Antikorper nicht. Nach erneu-
ter Inkubationsphase wird die Platte wieder gewaschen, iiberschiissige Antikdrper entfernt.
Ubrig bleibt nun ein sog. Antikorper-Antigen-Antikodrper-Komplex. Durch Zugabe eines zum
Enzym passenden chromogenen Substrates kommt es zum Farbumschlag, dessen Intensitdt
mithilfe eines Photometers bestimmt werden kann. Hierdurch ldsst sich die Konzentration des
gesuchten Antigens bestimmen. Um Vergleichswerte flir den Farbumschlag zu erhalten, wird

parallel zum Versuch eine Standardserie mit bekannten Konzentrationen hergestellt.

A A\
/7 N\ / A
S ~n— S—
. / N\ /
s N & >
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Abbildung 5 Funktionsprinzip eines Sandwich-ELISAs, nach Jeffrey M. Vinocur (Vinocur, 2008)
(1) Coating-Antikérper (2) an Coating-Antikorper gebundenes Antigen (3) Zugabe des Detektionsantikérpers unter Bildung
eines Antiklérper-Antigen-Antikorper-Komplexes (4) Farbumschlag nach Substratzugabe

2.6.2 Vorbereitung der Proben

Nach Gewinnung der Fruchtwasserproben wurden diese wie in Kap. 2.4.3 beschrieben bei
-80°C konserviert. Vor Verwendung mussten die zu untersuchenden Proben auf Raumtempe-
ratur gebracht werden. Hierfiir wurden sie {iber Nacht in einem Kiihlraum bei 7°C aufgetaut.

Vor Versuchsbeginn wurde jede Probe ca. 10 Sekunden gevortext.
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2.6.3 Reagenzien

Humanes IL-6, IL-15, IL-1p und CXCL10/IP10-Standard

Standard Diluent Puffer

Inkubationspuffer

Mikrotiterplatten mit 96 Mikrotitergefd3en pro Platte (Ligand-beschichtet)

Humanes IL-6, IL-15, IL-1f und CXCL10/IP10-Konjugat

Streptavidin-Peroxidase (HRP)

Verdiinnungslosung fiir die Streptavidin-Peroxidase

gepufferte Waschlosung

Stabilsiertes Chromogen

Stopplosung

Klebestreifen zum Uberdecken der Mikrotiterplatten

Tabelle 4 Reagenzien
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2.6.4 Herstellung der Standardverdiinnungsreihen
2.6.4.1 Humanes IL-6-Standard

Zu Beginn wurden acht 1,5 ml Safelock-Tubes vorbereitet, diese von 1 bis 8 durchnummeriert
und in einer Halterung gesichert. Der Standard wurde in Pulverform geliefert und musste vor
Verwendung mit 5,0 ml der gelieferten Kalibratorlosung gelost werden. Hieraus ergab sich
eine Standardldsung mit einer Konzentration von 300 pg/ml. Die Standardlésung musste nun
15 Minuten unter leichter Bewegung ruhen. Nach Ablauf der Ruhezeit wurden in das erste
Safelock-Tube 667 ul der Pufferlosung pipettiert, in die verbleibenden sieben Réhrchen je-
weils 500 ul. AnschlieBend wurden exakt 333 ul der Standardlésung in das erste Rohrchen
pipettiert und die entstandene Standardlosung kurz gevortext. Diese hatte eine Konzentration
von 100 pg/ml. Aus dieser wurden darauthin 500 ul in das nichste Rohrchen pipettiert und
die Losung wieder kurz gevortext. Wiederum wurden 500 ul abgezogen und in das dritte
Rohrchen gegeben. So wurde weiter verfahren, bis die komplette Verdiinnungsreihe herge-
stellt war. Das achte Eppendorfgefdl3 enthielt ausschlieBlich Pufferlosung. Schlielich ergab
sich eine Standardverdiinnungsreihe mit den folgenden Standardkonzentrationen (pg/ml): 300
- 100 - 50 — 25 - 12,5 - 6,25 — 3,12 — 0. Zur Veranschaulichung der Herstellung einer Ver-
diinnungsreihe sei auf die unten stehende Abbildung 6 verwiesen. Abweichungen zur Herstel-

lung der anderen Verdiinnungsreihen werden in den jeweiligen Textabschnitten erlautert.

500 L  500uL 500pL 500uL 500 pL

STANpARY “ |
300 100 50 25 125 6.25 3.12
pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL

Abbildung 6 Beispiel: Herstellung der Standardverdiinnungsreihe fiir die Bestimmung von IL-6 (R&D, 2011)
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2.6.4.2 Humanes IL-15-Standard

Diese Standardverdiinnungsreihe wurde im Prinzip wie die oben beschriebene hergestellt.
Auch hier musste der pulverisierte Standard in eine Losung iiberfithrt werden. Dazu wurde
der pulverisierte Standard mit 1,0 ml deionisiertem Wasser geldst und 15 Minuten ruhen ge-
lassen. Es ergab sich eine Standardkonzentration von 2500 pg/ml. In das erste der acht vorbe-
reiteten Reaktionsgefdle wurden 900 ul der Pufferlosung pipettiert, in die verbleibenden sie-
ben Gefdlle jeweils 500 ul. Nun wurden aus der Standardlésung 100 ul in das erste Rohrchen
pipettiert, es ergab sich eine Losung mit der Konzentration von 250 pg/ml. Aus der entstande-
nen Losung wurden 500 ul in das nidchste Reaktionsgefd3 pipettiert. Dieser Schritt wurde fiir
alle Rohrchen wiederholt, zwischen den einzelnen Pipettierschritten wurde die entstandene

Losung kurz gevortext. Es ergaben sich folgende Konzentrationen (pg/ml):

250-125-62,5-31,2-15,6-7,8—-3,9-0.
2.6.4.3 Humanes pro-IL-1p-Standard

Auch hier musste der pulversierte Standard mit 1,0 ml deionisiertem Wasser gelost werden.
Es ergab sich eine Konzentration von 10000 pg/ml. Wieder wurden acht Safelock-Tubes vor-
bereitet, wobei in das erste 800 ul Kalibratorlosung und in die verbleibenden sieben Rohrchen
jeweils 500 ul pipettiert wurden. Vom gelosten Standard wurden 200 ul in das erste Rohrchen
pipettiert, dann schrittweise 500 ul. Das letzte R6hrchen enthielt ausschlieBlich Kalibratorlo-
sung. Es ergaben sich folgende Konzentrationen (pg/ml):

2000 - 1000 - 500 -250-125-62,5-31,2-0.
2.6.4.4 Humanes CXCL10/I1P-10-Standard

Fir diese Standardverdiinnungsreihe wurde die Vorbereitung von acht Polypropylen-
Rohrchen verlangt. Der pulverisierte Standard wurde mit 1,0 deionisiertem Wasser gelost und
15 Minuten unter leichter Bewegung stehen gelassen. In das erste Rohrchen wurden 900 ul
Kalibratorlosung pipettiert, in die restlichen sieben jeweils 500 ul. Aus der Standardlosung
(5000 pg/ml) wurden 100 wl in das erste Rohrchen pipettiert, die Losung kurz gevortext und
davon 500 ul in das zweite Rohrchen pipettiert. Aus dem zweiten Rohrchen wurden nach kur-
zem Vortexen 500 ul in das Dritte gegeben und diese Schritte bis zum siebten Réhrchen wie-
derholt. Das letzte Rohrchen enthielt ausschlieBlich Kalibratorlosung. Es ergaben

sich hierdurch die folgenden Konzentrationen (pg/ml):

500 -250-125-62,5-31,2-15,6 -7,8 - 0.
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2.6.5 Waschlosung

Die Herstellung des Waschpuffers war bei allen Zytokinbestimmungen identisch. Das gelie-
ferte Konzentrat wurde auf Raumtemperatur gebracht. AnschlieBend wurden 20 ml des Kon-
zentrats in 480 ml destilliertes Wasser pipettiert. Es ergab sich 500 ml Waschlosung fiir die

unten beschriebenen Waschvorgénge.
2.6.6 Substratlosungen

Auch die Herstellung der Substratlosung war fiir alle Versuchsreihen identisch. Jeweils 12,5
ml geliefertes Reagenz A wurde mit 12,5 ml Reagenz B in eine Waschwanne pipettiert. Der
geforderte Einsatz innerhalb von 15 Minuten nach Herstellung wurde stets eingehalten. Rea-
genz A beinhaltete stabilisiertes Hydrogenperoxid, Reagenz B stabilisiertes Chromogen (Te-

tramethylbenzidine).
2.6.7 Verdiinnung der Fruchtwasserproben

Je nach zu erwartender Interleukinkonzentration wurden die Fruchtwasserproben vor Durch-
filhrung des ELISAs verdiinnt. Fiir die Konzentrationsbestimmung von IL-6 wéhlten wir eine

Verdiinnung von 1:10, die Zytokine IL-15, pro-IL-1f und CXCL-10/IP-10 wurden unver-

diinnt gemessen.
2.6.8 Durchfiihrung ELISA IL-6, IL-15, pro-IL-1f und CXCL10/1P-10

Der Ablauf des ELISA fiir die Interleukine IL-6, IL-15, pro-IL-1f und CXCL10/IP-10 war
vom Prinzip her gleich und wird daher gemeinsam beschrieben. Abweichungen werden im
Folgenden erwihnt. Nach oben beschriebener Vorbereitung aller Reagenzien wurde mittels

Multichannel-Pipette der gelieferte Ansatzpuffer in jedes Well titriert. Die entsprechenden

Mengen zeigt Tabelle 5.

IL-6 IL-15 Pro-IL-1P CXCL10/T1P-10
Bezeichnung RDIW RDI-19 RDIS RDI1-56
Menge (ul) 100 100 50 75

Tabelle 5 Bezeichnung des Ansatzpuffers und geforderte Titrationsmenge

Nachfolgend wurde in die ersten acht Mikrokiivetten Standard-Losung der Standardverdiin-
nungsreihe pipettiert, in die restlichen 88 Wells titrierten wir Probenldsung. Die jeweiligen

Mengen unterschieden sich und sind in Tabelle 6 gezeigt.
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IL-6 IL-15 Pro-IL-1P CXCL10/T1P-10

Menge (ul) 100 50 200 75

Tabelle 6 Mengenangaben der titrierten Standard-bzw. Probenlsung

Nach Abdeckung mittels eines gelieferten Klebestreifens wurden die Mikrotiterplatten bei
Raumtemperatur inkubiert. Fiir IL-6 und CXCL10/IP-10 waren zwei Stunden Inkubation ge-
fordert, die Platte fiir pro-IL-1p wurde 1,5 Stunden und IL-15 {iber drei Stunden inkubiert.
Die Platten fiir die Bestimmung von IL-6, IL-15 und CXCL10/IP-10 wurden nachfolgend mit
insgesamt 4 Wiederholungen gewaschen, der ELISA zur Pro-IL-1p-Bestimmung erforderte 3
Wiederholungen.

An den Waschvorgang schlossen sich fiir IL-6, IL-15 und CXCL-10/IP-10 die Zugabe von
200 ul der gelieferten Konjugatlosung an. Fiir die Konzentrationsbestimmung des Zytokins
pro-IL-1p war vor Konjugatzugabe (100 ul) die Titration von 100 ul Antiserum je Well, eine
anschlieBende Inkubation von 30 Minuten bei Raumtemperatur und nachfolgend ein dreima-
liger Waschvorgang gefordert.

Nach Titration der Konjugatlosung wurden die Platten mit Klebestreifen abgedeckt und ent-
sprechend der Anweisung des Herstellers fiir eine bestimmte Zeit bei Raumtemperatur inku-

biert. Die jeweiligen Inkubationszeiten zeigt Tabelle 7.

IL-6 IL-15 Pro-IL-1P CXCL10/T1P-10

Zeit (min) 120 60 30 120

Tabelle 7 Inkubationszeiten

Mit Ablauf der Inkubationszeit wurden die Platten wie oben beschrieben gewaschen. Wieder-
um waren bei IL-6, IL-15 und CXCL10/IP-10 vier Wiederholungen gefordert, bei pro-IL-1f
drei.

Die nachfolgende Titration der Substratlosung war mengenméBig bei allen 4 ELISAs iden-
tisch. Mittels einer Mehrkanal-Pipette wurde in jede Mikrokiivette 200 ul Substratlosung ti-
triert. Die Substratlosung musste vor Titration hergestellt und innerhalb von 15 Minuten ver-
wendet werden. Dementsprechend stellten wir die Losung kurz vor Ablauf der vorherigen
Inkubationsphase her, um die vorgegebene Zeitspanne einzuhalten.

Die Mikrotiterplatten der Zytokine IL-6 und pro-IL-1f wurden fiir 20 Minuten bei Raumtem-
peratur im Dunklen inkubiert, die Platten zur Bestimmung von IL-15 und CXCL10/IP-10 fiir
einen Zeitraum von 30 Minuten.

Mit Ablauf der Inkubationsphase wurde wieder mithilfe einer Mehrkanalpipette 50 ul Stopp-

16sung in jede Mikrokiivette pipettiert. Die geforderte Menge von 50 ul war hierbei fiir jeden
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ELISA identisch.
Innerhalb von 30 Minuten wurde die Konzentration jeder Mikrokiivette mit dem Microplate-

Reader , MRX-II* bestimmt.
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2.6.9 Auswertung

Die uns bekannten Konzentrationen der Verdiinnungsstufen der hergestellten Standardver-
diinnungsreihen definierten wir in der Auswertungssoftware ,,Revelation* als Referenzwerte.
Durch Messung der optischen Extinktion der Verdiinnungsstufen berechnete ,,Revelation die
Zytokinkonzentration in pg/ml aus dem Verhéltnis zur optischen Dichte und erstellte hieraus
eine Kalibrierungskurve. Die Messung des optischen Wertes (OD-Wert) jeder Mikrokiivette
bei 450 nm in Relation zur errechneten Standardkurve ergab die genaue Zytokinkonzentration

in pg/ml.

2.7 Statistik

Bei der Auswertung der Ergebnisse verzichteten wir auf die Annahme einer Normalvertei-
lung. Infolge teilweise extremer Ausreiller kamen bei unserer Arbeit keine parametrischen
Testverfahren infrage. Vielmehr wendeten wir nicht-parametrische Testverfahren an.
Die statistische Auswertung erfolgte mittels Wilcoxon-Mann-Whitney-U-Test fiir unverbun-
dene Stichproben bei einem definierten Signifikanzniveau von 5% (p<0,05).
Das Alter der Patientinnen stellte eine Ausnahme dar, da dieses Merkmal einer Normalvertei-
lung folgte. Folglich wurde hier der parametrische Student-T-Test angewendet. Das festgeleg-
te Signifikanzniveau lag ebenfalls bei 5% (p<0,05).

Zur Neutralisierung der a-Fehler-Kumulierung bei multiplen Tests kam im Rahmen der Aus-
wertung der Zytokinexpression wéhrend der Schwangerschaft die ,,Bonferroni-Holm-
Prozedur” zur Anwendung. Das Signifikanzniveau wurde hierbei auf 1,25% festgelegt
(p<0,125).

Die statistische Untersuchung von Sensitivitit und Spezifitdt der untersuchten Zytokine hin-
sichtlich der Aussagekraft einer vorliegenden Infektion erfolgte durch eine ROC- (receiver

operating characteristics) Analyse.
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3 Ergebnisse

3.1 Zytokinkonzentrationen

3.1.1 Interleukin-6

Zur Bestimmung der Konzentration des Zytokins IL-6 untersuchten wir das Fruchtwasser der
Patientinnen der Kontrollgruppe und der Patientinnen mit V.a. intrauterine Infektion. Tabelle
8 zeigt eine Aufstellung der jeweiligen Messwerte von IL-6 in den untersuchten Gruppen.
Aufgezeigt sind jeweils der minimale und maximale Messwert sowie der sich ergebende Mit-
telwert und der dazugehdrige Median. Mittels Mann-Whitney-U-Tests fiir unverbundene
Stichproben wurden die Medianwerte der Kontrollgruppe (bestehend aus den Gruppen ,,Sec-
tiones®, ,,Spontangeburten* und ,,Amniozentesen‘) mit den Werten der Gruppe ,,Amnionin-
fektionssyndrome* verglichen. Hier ergab sich ein p-Wert von 0,78 das entspricht keinem

signifikanten Unterschied zwischen den beiden Gruppen (Abbildung 7).

n Mittelwert Median Minimum Maximum
Amniozentesen 78 1070,77 638,57 6,45 7444.92
Sectiones 79 2272,17 788,75 120,84 21275,00
Spontangeburten 17 1550,93 1162,41 440,92 6500,77
AIS 6 1131,09 1014,53 162,76 2692,03

Tabelle 8 Minimum, Maximum, Mittelwert und Median von IL-6 in den verschiedenen Gruppen. Konzentrationsangaben in
pg/ml
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Abbildung 7: Boxplot zum Vergleich von IL-6 der Kontrollgruppe gegen ,,Amnioninfektionssyndrome* (AIS).
Konzentration in pg/ml
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3.1.2 Interleukin-15

Analog zu IL-6 werteten wir den Minimal-, Maximal- und Mittelwert sowie den Median der
Messergebnisse fiir IL-15 aus (Tabelle 9). Beim Vergleich der Kontrollgruppe analog zu IL-6
gegeniiber der Gruppe ,,Amnioninfektionssyndrome* ergab sich auch hier bei einem p-Wert

von 0,665 kein signifikanter Unterschied der Messwerte (Abbildung 8).

n Mittelwert Median Minimum  Maximum
Amniozentesen 74 15,19 11,84 1,33 92,78
Sectiones 100 41,23 35,31 2,59 169,46
Spontangeburten 19 17,24 13,57 4,52 43,02
AIS 11 20,23 19,87 10,81 38,99

Tabelle 9 Minimum, Maximum, Mittelwert und Median von IL-15 in den verschiedenen Gruppen.
Konzentrationsangaben in pg/ml
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Abbildung 8: Boxplot zum Vergleich von IL-15 der Kontrollgruppe gegen ,,Amnioninfektionssyndrome® (AIS).
Konzentrationsangaben in pg/ml
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3.1.3 Pro-IL-1B

Die berechneten Minimal-, Maximal- und Mittelwerte sowie den Median der Konzentrationen
von pro-IL-1pf zeigt Tabelle 10. Mittels Mann-Whitney-U-Tests verglichen wir auch hier die
Gruppe ,,Amnioninfektionssyndrome® gegen die Kontrollgruppe, zusammengefasst aus den
Gruppen ,,Sectiones®, ,,Amniozentesen‘ und ,,Spontangeburten*. Hier zeigte sich bei einem p-
Wert von 0,01 ein statistisch signifikanter Unterschied der Konzentrationen zwischen den

verglichenen Gruppen. Das Ergebnis wird in Abbildung 9 veranschaulicht.

n Mittelwert Median Minimum  Maximum
Amniozentesen /2 25,29 20,27 11,56 69,54
Sectiones 85 284,1 16,51 2,01 8048,79
Spontangeburten 20 752,12 297,23 12,55 3068,49
AIS 13 1407,37 26,63 20,77 5667,22

Tabelle 10 Minimum, Maximum, Mittelwert und Median von pro-IL-1f in den verschiedenen Gruppen.
Konzentrationsangaben in pg/ml
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Abbildung 9: Boxplot zum Vergleich von pro-IL-1f der Kontrollgruppe gegen ,,Amnioninfektionssyndrome* (AIS).

Konzentrationsangaben in pg/ml
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3.1.4 CXCL10/1P-10
Die gemessenen Werte analog zu den vorhergehenden Zytokinen sind in

Tabelle 11 gezeigt. Der Vergleich der Kontrollgruppe mit der Gruppe ,,Amnioninfektions-
syndrome* ergab bei einem p-Wert von 0,694 keinen signifikanten Unterschied (Abbildung
10).

n Mittelwert Median Minimum Maximum

Amniozentesen 73 2131,5 1042,5 0,48 32366,32
Sectiones 85 1009,78 686,12 5,42 5184,86
Spontangeburten 20 1028,00 566,00 2,18 8953,42
AIS 13 1647,07 799,96 1,31 8707,82

Tabelle 11 Minimum, Maximum, Mittelwert und Median von CXCL10/IP-10 in den verschiedenen Gruppen
Konzentrationsangaben in pg/ml
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Abbildung 10: Boxplot zum Vergleich von CXCL10/IP-10 der Kontrollgruppe gegen ,,Amnioninfektionssyndrome*
(AIS); Konzentrationsangaben in pg/ml
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3.2 ROC-Kurven

Mithilfe einer ROC - (receiver operating characteristics) Analyse werteten wir den pradikti-
ven Wert der untersuchten Zytokine hinsichtlich eines intrauterinen Infektionsgeschehens aus.
Die Einschétzung der Genauigkeit einer Methode zur Vorhersage einer Erkrankung — in unse-
rem Fall dem Vorhandensein eines Amnioninfektionssyndroms — ergibt sich durch Eintragen

von Spezifitdt (Abszisse) und 1-Spezifitit (Ordinate) in ein Koordinatensystem.
3.2.1 Interleukin-6

Die ROC-Analyse beziiglich des pradiktiven Werts des von uns untersuchten Zytokins Inter-
leukin-6 ergab einen AUC von 0,534. Hier zeigt sich keine Diskriminierung zwischen richtig

und falsch positiven Ergebnissen (Abbildung 11).
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Abbildung 11: ROC fiir Interleukin-6
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3.2.2 Interleukin-15

Fiir Interleukin-15 ergab sich ein AUC-Wert von 0,539. Es konnte keine Diskriminierung
gezeigt werden (Abbildung 12).
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Abbildung 12: ROC fiir Interleukin-15

3.2.3 Pro-IL-18

Der AUC-Wert fiir pro-IL-1f ergab 0,783. Wir konnten eine méBige Diskriminierung zeigen
(Abbildung 13).

True positive rate
00 02 04 06 08 10

False positive rate

Abbildung 13: ROC fiir pro-IL-1f
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3.24 CXCL10/1P-10

Eine schlechte Diskriminierung ergab sich fiir CXCL10/IP-10 (AUC: 0,466) (Abbildung 14).
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Abbildung 14: ROC fiir CXCL10/IP-10
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3.3 Zytokinexpression im Verlauf der Schwangerschaft

Neben dem Vergleich der Kontrollgruppen mit der Gruppe ,,Amnioninfektionssyndrome*
wurde in dieser Arbeit die Konzentration der einzelnen Zytokine im Verlauf der Schwanger-
schaft untersucht.

Hierzu flihrten wir eine lineare Regressionsanalyse durch, um einen etwaigen Zusammenhang
zwischen Gestationsalter und Interleukinkonzentration aufzuzeigen. Hierzu verglichen wir die
Gruppe der Amniozentesen mit der Gruppe der Sectiones.

Tabelle 12 zeigt im direkten Vergleich die Abnahmezeitpunkte der verwendeten Fruchtwas-

serproben.

n Minimum Maximum Median
Amniozentesen 77 15 31 17
Sectiones 100 27 42 39

Tabelle 12: Zeitpunkte der Fruchtwassergewinnung wéhrend der Schwangerschaft [SSW]

Es zeigt sich, dass die Entnahmezeitpunkte des Fruchtwassers iiber die Schwangerschaft nicht

regelméBig verteilt sind. Das erste Trimenon ist bei unseren Versuchen unterreprisentiert.
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3.3.1 Interleukin-6

Fiir IL-6 konnten wir im Zeitraum von der 15. bis zur 31. Schwangerschaftswoche (Median
17. SSW) Zytokinwerte von 6,45 pg/ml bis 7444,92 pg/ml (Median 638,57 pg/ml) zeigen. Die
gemessenen Konzentrationen im Zeitraum zwischen 27. und 42. Schwangerschaftswoche
(Median 39. SSW) betrugen zwischen 120,84 pg/ml und 21275 pg/ml (Median 788,75 pg/ml).
Statistisch zeigte sich hierbei kein signifikanter Unterschied der Konzentrationen im Median
zwischen den untersuchten Schwangerschaftszeitpunkten (p=0,071). Auch der dazugehorige
Scatterplot zeigt eine regelmiBige Expression des Zytokins IL-6 {iber den untersuchten Zeit-

raum (Abbildung 15).
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Abbildung 15: Scatterplot IL-6 gegen die Schwangerschaftswoche (y-Achse: logarithmische Skalierung)
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3.3.2 Interleukin-15

Im Zeitraum zwischen 15. und 31. Schwangerschaftswoche (Median 17. SSW) erhielten wir
Zytokinkonzentrationen zwischen 1,33 pg/ml und 92,78 pg/ml (Median 11,84 pg/ml).
Die gemessenen Konzentrationen zwischen der 27. und 42. Schwangerschaftswoche (Median
39. SSW) lagen bei 2,50 pg/ml bis 169,46 pg/ml (Median 35,31 pg/ml). Wir konnten keinen
signifikanten Anstieg der Zytokinexpression iiber die Schwangerschaft zeigen (p=0,109)
(Abbildung 16).
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Abbildung 16: Scatterplot der IL-15-Konzentration gegen die Schwangerschaftswoche (y-Achse: logarithmische Skalierung)
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3.3.3 Interleukin-1pf

Fiir das Zytokin IL-1fB zeigten sich in der Gruppe der Amniozentesen und damit fiir den
Schwangerschaftszeitraum zwischen 15. und 31. Schwangerschaftswoche (Median 17. SSW)
Konzentrationen von 11,56 pg/ml bis 69,54 pg/ml (Median 20,27pg/ml). Der durch die Sec-
tiones abgedeckte Zeitraum zwischen der 27. und 42. Schwangerschaftswoche (Median 39.
SSW) zeigte Zytokinwerte zwischen 2,01 pg/ml und 8048,79 pg/ml (Median 16,51 pg/ml).
Hier zeigt sich ebenfalls keine signifikant hohere Mediankonzentration fiir die Schwanger-
schaftswochen 15. — 31. SSW im Vergleich zu spiteren Untersuchungen (p=0,16) (Abbildung
17).

LA
@ A
© - N
A
+ 4 60 4o R 4 ﬁéi
e A
o 08800 oco0o0 A ﬁg AA
o —
T A A
T | | | | T
15 20 25 30 35 40
Week

Abbildung 17: Scatterplot IL-1f gegen Schwangerschaftswoche (y-Achse: logarithmische Skalierung)
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3.3.4 CXCL10/1P-10

Hinsichtlich der Expression des Zytokins CXCL10/IP-10 ergaben sich folgende Messwerte:
die Konzentrationen im Zeitraum von der 15. — 31. Schwangerschaftswoche (Median 17.
SSW) schwankten zwischen 0,48 pg/ml und 32366,32 (Median 1042,5 pg/ml). Zwischen der
27.und 42. SSW (Median 39. SSW) wurden Werte zwischen 5,42 pg/ml und 5184,86 pg/ml
(Median 686,12 pg/ml) gemessen. Die Zytokinexpression unterschied sich zwischen beiden

Schwangerschaftsabschnitten nicht signifikant (p=0,10) (Abbildung 18).
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Abbildung 18: Scatterplot IP-10 gegen Schwangerschaftswoche (y-Achse: logarithmische Skalierung)
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3.4 Korrelation der Zytokinkonzentrationen in Abhingigkeit des fetalen

Geschlechts

Zur Kldrung der Frage inwiefern das Kindsgeschlecht die Zytokinexpression wihrend der
Schwangerschaft beeinflusst, verglichen wir die Konzentrationen im Schwangerschaftsverlauf

mit dem Geschlecht des Kindes.
3.4.1 Interleukin-6

Wir korrelierten die Konzentration von IL-6 in Abhédngigkeit vom Geschlecht des Kindes. Es
zeigte sich kein signifikanter Unterschied der IL-6-Konzentration zwischen weiblichen und

méinnlichen Feten in Korrelation zum Gestationsalter (p=0,19).
3.4.2 Interleukin-15

Auch fiir IL-15 zeigten sich statistisch keine signifikanten Konzentrationsunterschiede zwi-

schen beiden Geschlechtern im Schwangerschaftsverlauf (p=0,71).
3.4.3 Interleukin-1f

Auch hier konnte kein signifikanter geschlechtsspezifischer Konzentrationsunterschied in

Korrelation zum Gestationsalter gezeigt werden (p=0,093).
344 CXCL10/1P-10

Fiir das Zytokin CXCL10/IP-10 konnten wir ebenfalls keinen signifikanten Konzentrations-

unterschied zwischen den Geschlechtern aufzeigen. Hier ergab sich ein p-Wert von 0,365.
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3.5 Korrelation der Zytokinkonzentration in Abhéangigkeit des Alters der
Mutter

Neben dem Kindsgeschlecht korrelierten wir auch das Alter der Mutter zum Schwanger-
schaftszeitpunkt mit den Konzentrationen der von uns bestimmten Zytokinen in Relation zum

Gestationsalter.
3.5.1 Interleukin-6

Die Korrelation der Zytokinkonzentration von IL-6 mit dem Alter der Mutter ergab keine

signifikanten Unterschiede (p=0,74).
3.5.2 Interleukin-15

Fiir IL-15 ergab sich nach unseren Auswertungen kein statistisch signifikanter Konzentrati-

onsunterschied in Abhdngigkeit des Alters der Mutter (p=0,45).

353 IL-1p

Auch fiir IL-1p zeigte sich kein signifikanter Konzentrationsunterschied fiir die Korrelation

der Zytokinexpression gegen das Alter der Mutter (p=0,93).

3.54 CXCL10/1P-10

Analog zu den anderen Zytokinen konnten wir fiir auch CXCL10/IP-10 keinen signifikanten
Unterschied der Zytokinkonzentrationen, korrelliert mit dem Alter der Mutter, nachweisen

(p=0,59).
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3.6 C-reaktives Protein und Leukozyten

Zusitzlich bestimmten wir CRP und Leukozyten in den Kontrollgruppen und korrelierten die
gemessenen Werte gegen die der Patientinnen mit V.a. Amnioninfektionssyndrom. Die Blut-
abnahme erfolgte hierbei zeitgleich zur Fruchtwasserentnahme, um Werte unter gleichen Be-

dingungen zu erhalten.
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3.6.1 C-reaktives Protein

Hinsichtlich des Vergleiches der CRP-Werte konnten wir signifikant hohere Konzentrationen
in der Gruppe ,,Amnioninfektionssyndrome* gegeniiber der Kontrollgruppe zeigen

(Abbildung 19). Der p-Wert betrug 0,002.
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Abbildung 19: Boxplot zum Vergleich der CRP-Werte der Gruppe ,,Amnioninfektionssyndrome® mit der Kontrollgruppe.
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3.6.2 Leukozyten

Analog zum Vergleich der CRP-Werte verglichen wir die Leukozytenzahlen der Gruppe
,2Amnioninfektionssyndrome* mit der Kontrollgruppe. Auch hier konnten wir signifikant er-
hohte Werte flir die Gruppe ,,Amnioninfektionssyndrome* aufzeigen (Abbildung 20). Der p-
Wert betrug 0,001.
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Abbildung 20: Boxplot zum Vergleich der Leukozytenwerte zwischen der Gruppe ,,Amnioninfektionssyndrome* und der
Kontrollgruppe.
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4 Diskussion

4.1 Zytokinexpression im Schwangerschaftsverlauf

Zum sicheren Ausschluss bzw. einer verldsslichen Diagnosestellung eines intrauterinen In-
flammationsgeschehen ist die Etablierung eines spezifischen und sensitiven Markers von
grofiter Wichtigkeit. Bisherige klinische Parameter geben nur einen Anhalt, sind aufgrund
ihrer begrenzten Sensitivitit und Spezifitit nur begrenzt einsetzbar. Vielmehr liegt es an einer
Zusammenschau der Symptome, Infektparameter und der klinischen Erfahrung des Geburts-
helfers im Spannungsfeld zwischen Frithgeburtlichkeit — und damit verbundener Unreife des
Kindes — einerseits und der Gefdhrdung von Mutter und Kind durch eine Infektion anderer-
seits, die richtige Entscheidung iiber eine vorzeitige Entbindung und dessen Zeitpunkt treffen
zu konnen.

Die Etablierung eines Zytokins, einer Zytokinkombination oder eines anderen spezifischen
Parameter ist wichtig, um in solch einer Situation eine sicherere Diagnose stellen zu kdnnen,
als dies heute mit den verfiigbaren Parametern moglich ist.

Einige Arbeitsgruppen haben sich mit unterschiedlichen Einflussfaktoren beschéftigt. Im
Rahmen unserer Studie haben wir untersucht, inwiefern Gestationsalter, Geschlecht des Kin-

des und Alter der Mutter die Zytokinexpression im Fruchtwasser beeinflussen.

Werden Zytokine stetig iiber die gesamte Schwangerschaft hinweg in gleicher Konzentration
in das Fruchtwasser exprimiert oder gibt es unterschiedliche ,,Expressionsphasen“? Fiir die
Etablierung eines Zytokins zur Diagnostik einer intrauterinen Infektion ist das Wissen um die
physiologische Expression eines Markers von groBer Bedeutung. Um genaue Erkenntnisse
iiber die physiologische Expression von Zytokinen im Fruchtwasser zu erlangen, wire eine
Zytokinbestimmung iiber verschiedene Zeitpunkte der Schwangerschaft bei unauffilligen
Schwangerschaftsverldufen notig. Aufgrund der Invasivitit einer Amniozentese und die damit
verbundenen Risiken und Komplikationen einer potentiellen Infektion gibt es bis heute keine
groflen Untersuchungen, inwiefern das Gestationsalter die Zytokinexpression im Fruchtwas-
ser beeinflusst. Das ,,Gestationsalter als Einflussfaktor soll - sofern mdglich - in den néch-

sten Abschnitten diskutiert werden.

Die Arbeitsgruppe um Santhanam et al. postulierte eine stetige, aber geringe Expression des

Zytokins Interleukin-6 wahrend der normalen Schwangerschaft. Sie bestimmten im Frucht-
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wasser Konzentrationen von 60-1600 pg/ml (Median 200 pg/ml) im 2. Trimenon und 150-850
pg/ml (Median 200 pg/ml) im 3. Trimenon (Santhanam et al., 1991). Dies deckt sich mit un-
seren Ergebnissen. Unsere Ergebnisse lassen ebenfalls auf eine stetige Expression des proin-
flammatorischen Zytokins IL-6 wéhrend der Schwangerschaft schlieen. Mit 638 pg/ml im 2.
und 788 pg/ml im 3. Trimenon sind die von uns gemessenen Werte zwar ein wenig hdher als
die Werte von Santhanam, zeigen aber, dass sich die Konzentrationen bei Frauen ohne We-
hentétigkeit und ohne Infektion iiber die letzten zwei Schwangerschaftsdrittel nur wenig ver-
andern.

Heikkinen et al. untersuchten die Konzentration von IL-6 im Fruchtwasser im 2. Trimenon.
Die in ihrer Publikation gezeigten Zytokinkonzentrationen (64 — 41359; Median 950 pg/ml)
stimmen in etwa mit den von uns gemessenen Werten iliberein (6,45 - 7444,92; Median
638,57 pg/ml) (Heikkinen et al., 2001). Die Arbeitsgruppe um Bamberg et al. verdffentlichte
ebenfalls ihre Ergebnisse der gemessenen Interleukin-6-Konzentrationen im 2. Trimenon. Im
Median betrug die Konzentration von Interleukin-6 im Fruchtwasser zwischen 150,5 und 339
pg/ml. Zwischen der 15+0 und 20+6. SSW konnte keine signifikante Konzentrationsinderung
nachgewiesen werden (Bamberg et al., 2011).

Vergleicht man die verdffentlichten Daten mit unseren, kommt man zu dem Schluss, dass
keine Studiengruppe bisher einen Zusammenhang zwischen Interleukin-6-Expression und
dem Gestationsalter bei Patientinnen mit normalem Schwangerschaftsverlauf nachweisen
konnte. Aufgrund der kleinen Untersuchungszeitrdume sind hier aber sicherlich noch weitere
Untersuchungen notwendig.

Santhanam et al. konnten in ihren Untersuchungen wie oben gezeigt eine stetige Expression
iiber die Schwangerschaft zeigen. Am Ende der Schwangerschaft zeigte sich, dass Frauen mit
aktiver Wehentitigkeit signifikant hohere I1L-6-Konzentrationen im Fruchtwasser aufwiesen,
als Frauen mit gleichem Gestationsalter ohne Wehentétigkeit (Santhanam et al., 1991). Der
Anstieg der IL-6-Expression wird mit der Initiierung der Wehentétigkeit im Rahmen der Ge-
burt in Verbindung gebracht. Opsjln et al. konnten ebenfalls eine stetige IL-6-Expression {iber
die Schwangerschaft mit Anstieg unter Wehentdtigkeit zeigen. Sie postulierten fiir das 1. Tri-
menon IL-6-Werte <15 pg/ml mit Anstieg auf 487 pg/ml im 2. Trimenon. Frauen im 3. Tri-
menon ohne Wehentétigkeit zum Geburtstermin zeigten Werte von 399 pg/ml. Die Arbeits-
gruppe konnte also ebenfalls keinen Anstieg der Zytokinexpression im 3. Trimenon vergli-
chen mit dem 2. Trimenon nachweisen. Lediglich unter Wehentdtigkeit stiegen die Werte auf
4800 pg/ml an (Opsjln et al., 1993).

Wir konnten signifikant hohere Zytokinkonzentrationen in der Gruppe ,,Spontangeburten*
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verglichen mit der Gruppe ,,Sectiones* nachweisen. Dies scheint auf den ersten Blick durch
die aktive Wehentitigkeit bedingt zu sein. Andrews et al. konnten in ihrer Arbeit bei Frauen
mit vorzeitiger Wehentétigkeit vor der abgeschlossenen 34. SSW signifikant hohere Interleu-
kin-6-Konzentrationen im Fruchtwasser nachweisen als bei vorzeitiger Wehentdtigkeit nach
abgeschlossener 34. SSW. Bei Patientinnen ohne Wehentétigkeit waren diese signifikanten
Unterschiede nicht nachweisbar (Andrews et al., 1995). Auch Hilier et al. wiesen bei Patien-
tinnen mit vorzeitiger Wehentdtigkeit vor Abschluss der 34. SSW erhdhte Interleukin-6-
Konzentrationen verglichen mit Patientinnen mit vorzeitiger Wehentétigkeit nach der 34.
SSW nach (Hillier et al., 1993). In Zusammenschau unserer Ergebnisse und verschiedener
Studien anderer Autoren ldsst sich schlieBen, dass Wehentétigkeit einen positiven Einfluss auf
die Expression von Interleukin-6 im Fruchtwasser hat und die Expression je nach Schwanger-

schaftsalter unterschiedlich stark ausgeprégt ist.

Neben der Expression von IL-6 hat uns und andere Arbeitsgruppen auch die Frage nach der
physiologischen Expression des Zytokins IL-1p wihrend der Schwangerschaft beschiftigt.
Wir konnten eine vermehrte Expression mit groferer Spannweite der Konzentrationen im 3.
Trimenon zeigen. Betrachtet man allerdings die dazugehoérigen Medianwerte, so zeigt sich mit
einer Mediankonzentration von 20,27 pg/ml keine signifikant hohere Expression gegeniiber
dem Medianwert im 2. Trimenon von 16,51 pg/ml. Der von uns ermittelte Wert im 2. Trime-
non deckt sich anndhernd mit der Konzentration im Fruchtwasser, die von der Arbeitsgruppe
um Perni et al. publiziert wurde. Sie untersuchten Fruchtwasserproben im 2. Trimenon auf
deren Zytokingehalt und erhielten fiir [L-1 Konzentrationen von <1 pg/ml bis 65,3 pg/ml
(Perni et al., 2004). Romero et al. konnten erhohte IL-1p Konzentrationen im Fruchtwasser
von Frauen im 3. Trimenon verglichen mit gemessenen Konzentrationen von Patientinnen im
2. Trimenon zeigen (Romero et al., 1989). Die steigende Zytokinexpression iiber die Schwan-
gerschaft konnten wir nur bedingt bestétigen. Fruchtwasserproben des 2. Trimenons zeigten
bei uns Werte von 11,56 pg/ml bis 69,54 pg/ml, im 3. Trimenon erhielten wir Messwerte zwi-

schen 2,01 pg/ml und 8048 pg/ml.

Neben den bereits erwéhnten Zytokinen IL-6 und IL-1beta untersuchten wir auch die Expres-
sion von Interleukin-15 wéhrend der Schwangerschaft. Im Gegensatz zu beiden anderen Zy-
tokinen ist die Studienlage diesbeziiglich allerdings schlecht. Eine Gruppe, die sich u.a. mit
Interleukin-15 im Fruchtwasser beschéftigte, war die Arbeitsgruppe um Fortunato et al., die
eine Expression von IL-15 im Fruchtwasser bei Patientinnen mit normaler Schwangerschaft

nachweisen konnten (Fortunato et al., 1998). Die Arbeitsgruppe um Heikkinen untersuchte
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die Konzentration von IL-15 im Fruchtwasser von schwangeren Patientinnen im 2. Trimenon
und publizierte eine Mediankonzentration von 47 pg/ml (Heikkinen et al., 2001). Diese Werte
konnten auch durch unsere Arbeit bestitigt werden — wir erhielten einen Medianwert von
11,84 pg/ml bei einer Spannweite zwischen 1,33 pg/ml und 92,78 pg/ml. Aufgrund des be-
grenzten Untersuchungszeitraums ist von Heikkinen allerdings kein Verlauf {iiber die
Schwangerschaft abzuleiten.

Chow et al. bestimmten ebenfalls die Konzentrationen verschiedener Zytokine im Fruchtwas-
ser von Frauen im 2. Trimenon. IL-15 war nur in 33% der Félle nachweisbar, die Arbeits-
gruppe publizierte einen Wert von 0,15 pg/ml — 14,73 pg/ml (Median 4,19 pg/ml) — das ent-
spricht in etwa unseren Messwerten (Chow et al., 2008).

Im Gegensatz zu den gerade erwédhnten Arbeitsgruppen konnten Searle et al. keine IL-15-
Expression in Fruchtwasserproben von Schwangeren im 2. Trimenon zeigen (Searle et al.,
2000). Letztlich scheint sowohl aufgrund der Arbeiten um Heikkinnen, Fortunato und Chow
als auch aufgrund unserer Arbeit eine Expression von Interleukin-15 wéhrend der Schwanger-

schaft physiologisch zu sein.

Es gibt bis dato nur wenige Untersuchungen zur Expression des Zytokins IP-10 im Frucht-
wasser. Die Arbeitsgruppe um Chow et al. bestimmte neben IL-15 auch die Fruchtwasserkon-
zentration von IP-10 im 2. Trimenon. Die gemessenen Konzentrationen lagen in einem Be-
reich zwischen 155,21 pg/ml und 3640,33 pg/ml bei einem ermittelten Medianwert von
861,04 pg/ml (Chow et al.,, 2008). Unsere ermittelten Werte zwischen 0,48 pg/ml und
32366,32 (Median 1042,5 pg/ml) stimmten im Medianwert in etwa mit denen von Chow et al.
tiberein.

Gotsch et al. bestimmten die [P-10-Konzentration von Schwangeren im Serum und ermittel-
ten Werte zwischen 40.7-1314.3 pg/ml (Median: 116,1 pg/ml) (Gotsch et al., 2007). Da Zyto-
kine allerdings nicht plazentagdngig sind, kdnnen Serum- und Fruchtwasserwerte nicht mit-
einander verglichen werden. Unter Berlicksichtigung der von Chow et al. publizierten Ergeb-
nisse und unseren gemessenen Werten denken wir an eine physiologische Expression von IP-

10 wahrend des 2. Trimenons in das Fruchtwasser.

Inwiefern das fetale Geschlecht die Expression eines Zytokins im Fruchtwasser beeinflussen
kann, wurde 2004 in einer Arbeit von Poggi et al. gezeigt werden. Neben den Zytokinen IL-6
und IL-10 wurde das Pro-Angionese-Zytokin Angiogenin im Fruchtwasser im 2. Trimenon
bei 78 schwangeren Patientinnen untersucht. Bei Schwangeren mit ménnlichen Feten zeigten

sich signifikant niedrigere Konzentrationen als bei Schwangeren mit weiblichen Feten
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(p=0,007) (Poggi et al., 2004). Hinsichtlich des fetalen Geschlechtes konnten wir zeigen, dass
die Expression von Interleukin-6 wihrend der Schwangerschaft unabhéngig von diesem Fak-
tor zu sein scheint. Wir konnten keine signifikanten Unterschiede (p=0,19) der Zytokinex-
pression in Zusammenhang mit dem fetalen Geschlecht nachweisen. Auch Poggi et al. konn-
ten keinen signifikanten Konzentrationsunterschied bei ménnlichen und weiblichen Feten im
Fruchtwasser feststellen (p=0,4) (Poggi et al., 2004). Bestdtigt werden unsere Ergebnisse auch
durch eine aktuelle Studie um die Arbeitsgruppe von Bamberg et al.. Sie konnte keinen signi-
fikanten Konzentrationsunterschied von Interleukin-6, neben den ebenfalls untersuchten Zy-
tokinen IL-8, TNF-a und dem Akute-Phase-Protein Lipopolysaccharid-Binde-Protein LPB
bei ménnlichen und weiblichen Feten im Schwangerschaftsverlauf zeigen (Bamberg et al.,
2011).

Laut unseren Ergebnissen scheint das fetale Geschlecht im Schwangerschaftsverlauf ebenfalls
keinen Einfluss auf die Expression der Zytokine IL-15, pro-IL-1f und IP-10 zu haben. Valide
Vergleichsdaten liegen hierzu allerdings bisher nicht vor, so dass hier sicherlich noch weitere

Untersuchungen nétig sind.

Neben dem Schwangerschaftsalter und dem fetalen Geschlecht untersuchten wir auch den
Einfluss des maternalen Alters auf die Zytokinexpression. Eine Studie von Chow et al. zeigte,
dass der Interleukin-1-Rezeptor-Antagonist mit steigendem maternalen Alter vermehrt expri-
miert wird. Aufgrund dieser Beobachtung haben wir die untersuchten Zytokine mit dem miit-
terlichen Alter korreliert. Anhand unserer Ergebnisse ist anzunehmen, dass das Alter der Mut-

ter keinen Einfluss auf die Expression von IL-6, IL-15, pro-IL-1f und IP-10 nimmt.
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4.2 Interleukine als Infektionsmarker?

Die Frithgeburtlichkeitsraten konnten in den letzten Jahren weltweit trotz modernerer Medizin
und fortschreitender Forschung nicht gesenkt werden. Sie sind sogar leicht gestiegen
(Goldenberg et al., 2008).

Eine Ursache der Frithgeburtlichkeit ist die &drztliche Indikation zur Schwangerschaftsbeendi-
gung Verdacht auf ein inflammatorisches Geschehen in utero. Die Therapie der Wahl bei An-
halt auf eine intrauterine Infektion ist und bleibt die Entbindung. Einerseits kann hierdurch ein
Ubergreifen der Infektion auf das Kind in vielen Fillen vermieden werden. Andererseits er-
kauft man sich in vielen Féllen die oft weitreichenden Folgen einer Friihgeburtlichkeit. Aus
diesem Grund ist eine sichere Diagnostik einer proinflammatorischen Situation in utero uner-
lasslich.

Die Moglichkeiten im klinischen Alltag stiitzen sich bisher auf klinische Parameter wie miit-
terliches Fieber, Wehentitigkeit, fetale Tachykardie und ansteigende Infektparameter wie
Leukozyten und das C-reaktive Protein.

Diese sind aber nur sehr unspezifisch und miissen nicht ausschlieBlich durch eine intrauterine
Infektion bedingt sein - bei einer moglichen asymptomatischen Infektion kdnnen diese sogar
géanzlich fehlen.

Romero et al. konnten zeigen, dass diese Infektparameter bei Frauen mit bakteriologisch posi-
tiven Fruchtwasserkontrollen nur in 12,5% (n=24) der Fille erhoht waren. Dies zeigt, wie
unzureichend klinische Infektionsparameter eine Aussage liber eine mogliche Infektion in
utero zulassen.

Tests zur frithzeitigen Diagnostik einer intrauterinen Infektion wurden von vielen Gruppen
erforscht. Die verschiedenen Untersuchungen konzentrierten sich u.a. auf die Konzentrati-
onsmessung der Leukozytenesterase und (Romero et al., 1988) Glukosekonzentration im
Fruchtwasser (Romero et al., 1990) oder Gramfiarbung (Romero et al., 1988; Riggs et al.,
1998). Nachteilig an diesen diagnostischen Methoden ist die begrenzte Sensitivitit und Spezi-
fitat.

Diese Problematik macht die Suche nach neuen Methoden zur Infektionsdiagnostik nétig. In
der Vergangenheit ist zunehmend das proinflammatorische Zytokin Interleukin-6 in den Vor-
dergrund gertickt.

Aufgrund der Annahme, IL-6 spiele eine wichtige Rolle in der Induktion der CRP-Synthese,

untersuchte die Arbeitsgruppe um Romero im Jahre 1990 dessen Konzentration im Frucht-
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wasser, u.a. bei Patientinnen mit V.a. eine intrauterine Infektion. Mithilfe der Sandwich-
ELISA-Methode wurden die IL-6-Konzentrationen im Fruchtwasser mehrerer Patientengrup-
pen bestimmt. Eine der untersuchten Gruppen bestand aus Patientinnen, bei denen unter
Frithgeburt mit noch intakten Membranen eine Amniozentese durchgefiihrt wurde. Unterteilt
wurde diese Gruppe in Patientinnen mit vorzeitiger Wehentétigkeit, negativen Bakterienkultu-
ren und auf Tokolyse ansprechend, Patientinnen mit vorzeitiger Wehentétigkeit, negativen
Bakterienkulturen und auf tokolytische Maflnahmen nicht ansprechend sowie Patientinnen
mit klinischem V. a. eine intrauterine Infektion mit nachfolgender Frithgeburt. Es zeigten sich
ein um ein vielfaches erhohter IL-6-Spiegel der Patientinnen mit V. a. ein intrauterines Infek-
tionsgeschehen. Diese und weitere in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse fiihrten zu der These,
Interleukin-6 eigne sich als Marker in der Infektionsdiagnostik (Romero et al., 1990). Greig et
al. untersuchten, inwiefern eine intrauterine Infektion mit gesteigerten IL-6-Konzentrationen
assoziiert ist. Sie kamen zu dem Ergebnis, dass Konzentrationen von tiber 600 pg/ml mit einer
Sensitivitdt von 100% und Spezifitit von 89% die Diagnose einer intrauterinen Infektion zu-
lassen (Greig et al., 1993). Auch Santhanam et al. kamen zu dem Ergebnis, eine gesteigerte
Expression von IL-6 sei im Rahmen einer intrauterinen Infektion nachweisbar (Santhanam et
al., 1991). Die These, eine intrauterine Infektion fithre zu erhdhter IL-6-Expression, wird ge-
stiitzt durch die Arbeit von Hilier et al.. Sie konnten signifikant erhohte Interleukin-6-
Konzentrationen bei Patientinnen mit histologisch gesicherter Chorioamnionitis im Vergleich
zu Patientinnen ohne intrauterine Infektion nachweisen (Hilier 1993). Laut einer Untersu-
chung von Romero zeigten Patientinnen mit subklinischer Infektion und positivem mikrobio-
logischem Befund signifikant erhdhte Interleukin-6-Werte im Fruchtwasser (Romero et al.,
1993). Auch die Arbeitsgruppe um Hsu et al. zeigte eine erhdhte IL-6-Expression bei bakteri-
eller Besiedelung des Fruchtwassers. Umgekehrt zeigten Patientinnen mit den klinischen
Symptomen eines AIS, aber ohne Nachweis von Bakterien neben anderen untersuchten Zyto-
kinen signifikant niedrigere IL-6-Konzentrationen im Vergleich zu Patientinnen mit mikro-
biologisch bestétigter intrauteriner Infektion (Hsu et al., 1998; Hsu et al., 1998).

Auch die Arbeitsgruppe um Andrews et al. konnte zeigen, dass eine positive Fruchtwasserkul-
tur mit erhdhten IL-6 Werten einhergeht. Sie verweisen aber auf den Punkt, dass eine bakteri-
elle Besiedelung abhédngig vom Ort der Infektion ist (Andrews et al., 1995). Dies wird im

Verlauf noch genauer betrachtet.

In Zusammenschau der aufgefiihrten Arbeiten handelt es sich bei dem Zytokin Interleukin-6
um einen Marker, dessen Etablierung fiir die Diagnostik einer proinflammatorischen Situation

in utero sinnvoll erscheint. Trotz signifikant erhdhter Konzentrationen in vorangegangenen
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Studien wurden aber auch Ergebnisse veroffentlicht, die den Nutzen dieses Markers relativie-

ren mogen.

So ist die Interleukin-6-Expression laut einigen Autoren abhingig von der Bakteriengattung.
Auch wird die These vertreten, nicht jeder Erreger 16se eine gesteigerte Expression aus. Wih-
rend Ureaplasma urealyticum zu hoher IL-6-Expression fiihrt (Yoon et al., 1998; Bashiri et
al., 1999), zeigt die Besiedlung der Fruchthdhle mit grampositivem Bacillus und Staphylococ-
cus epidermidis wesentlich niedrigere Konzentrationen dieses Zytokins (Bashiri et al., 1999).
Reisenberger et al. stimulierten Amnionzellen in vitro mit verschiedenen Mikroorganismen
und verglichen die Zytokinkonzentrationen im Gewebe vor und nach Versuchsdurchfiihrung.
Hierfiir wurde Amniongewebe von 3 Patientinnen gewonnen, kurz bevor diese per Sectio
caesaria entbunden wurden und bevor Anzeichen einer Wehentitigkeit vorlagen, um die ge-
messenen Zytokinkonzentrationen nicht zu verfélschen. Gewebe, das mit E.coli Bakterien
stimuliert wurde, zeigte hdhere, jedoch nicht statistisch signifikant erhohte IL-6-
Konzentrationen im Vergleich zu nicht-stimuliertem Kontrollgewebe. Gleichzeitig zeigte sich
eine gesteigerte Konzentration des Prostaglandins E2. Auch die Stimulierung mit B. fragilis
zeigte eine gesteigerte IL-6-Konzentration im Gewebe, zur Erhdhung des Prostaglandin E2-
Spiegels kam es hier allerdings nicht. Unter M. hominis-Stimulation kam es weder zu einem
IL-6-Anstieg noch zu einer Konzentrationserhdhung von Prostaglandin E2. Auch unter S.
aureus kam es zu keiner Aktivierung von IL-6 (Reisenberger et al., 1998). Eine vorausgegan-
gene Untersuchung von Reisenberger et al. konnte allerdings einen signifikanten Anstieg von
Interleukin-6 als Folge einer Stimulation des Amniongewebes mit S. agalactiae zeigen
(Reisenberger et al., 1997). Dies fiihrt zur Uberlegung, dass trotz bakterieller Besiedlung oder
intrauteriner Infektion normale Interleukin-6-Werte im Fruchtwasser vorliegen konnen und
deckt sich insofern mit unseren Ergebnissen, als dass unsere bestimmten IL-6-Werte bei Pati-
entinnen mit dem klinischen Verdacht auf eine intrauterine Infektion nicht signifikant erh6ht

waren.

Konnen also trotz einer vorhandenen proinflammatorischen Situation normale IL-6-
Konzentrationen im Fruchtwasser vorliegen? Betrachtet man die Arbeit von Andrews et al.
aus dem Jahre 1995 genauer, muss man diese Frage durchaus mit ,,Ja* beantworten. In der
von ihm verdffentlichten Arbeit wurde unter sterilen Bedingungen im Rahmen einer Kaiser-
schnittentbindung Chorioamnion und Fruchtwasser von 269 Patientinnen gewonnen. Es wur-
den jeweils Chorioamnion und per Amnionzentese gewonnenes Fruchtwasser getrennt kulti-

viert und mithilfe eines ELISA-Verfahrens die Interleukin-6-Konzentration bestimmt.

61



Im Vergleich der IL-6-Konzentrationen zeigte sich u.a., dass bei Patientinnen ohne positiven
Kulturnachweis im Fruchtwasser, aber positiver Kultur des Chorioamnions die IL-6-
Konzentration signifikant erhoht war. Interessanterweise zeigten sich bei den Féllen, bei de-
nen die Kultur des Chorioamnions negativ und die Fruchtwasserkultur positiv war — neben
der Gruppe mit sowohl negativem Chorioamnion als auch negativer Fruchtwasserkultur - die
niedrigsten IL-6-Konzentrationen. Hieraus ldsst sich schlieBen, dass trotz einer pro-
inflammatorischen Situation im Fruchtwasser nicht unbedingt erhohte IL-6-Werte zu erwarten
sind. Dies deckt sich mit unseren Beobachtungen. Patientinnen aus unserem Kollektiv mit
dringendem V.a. eine intrauterine Infektion zeigten keine signifikante IL-6-Erhohung im
Fruchtwasser gegeniiber den Kontrollgruppen. Ein sich ergebender Schwachpunkt konnte
sein, dass je nach Ort der Infektion unterschiedliche Werte vorliegen und im klinischen Alltag
moglicherweise innerhalb eines definierten Referenzbereichs liegen konnen.

Die Beobachtungen von Hilier und Andrews, IL-6 sei auch bei Patientinnen vor Abschluss
der 34. Schwangerschaftswoche ohne Anhalt fiir eine Infektion erhoht, zeigt, dass nicht
zwangsldufig eine intrauterine Infektion vorliegen muss. Es zeigt aber auch, dass Interleukin-
6 als Marker fiir eine drohende Friihgeburtlichkeit — infektionsunabhéngig — geeignet zu sein
scheint (Hillier et al., 1993; Andrews et al., 1995). Wie aber ist einzuschitzen, ob zeitgleich
eine intrauterine Infektion vorliegt, die eine Beendigung der Schwangerschaft als Konsequenz
nach sich zieht?

Zusammenfassend wurden einige positive Ergebnisse verdffentlicht, die nahelegen, Interleu-
kin-6 zur Diagnostik einer intrauterinen Infektion im klinischen Alltag als sensitiven und spe-
zifischen Marker zu etablieren. Unsere Untersuchungen konnten dies nicht bestdtigen. Als
Konsequenz aus einigen Faktoren, die die Interleukin-6-Expression zu beeinflussen scheinen,
ist es sinnvoll, in Zukunft auch andere Biomarker auf ihre Aussagekraft beziiglich einer proin-
flammatorischen Situation in utero zu untersuchen. Die weiteren von uns untersuchten Bio-

marker sollen im Folgenden mit bereits verdffentlichten Ergebnissen diskutiert werden.

Neben der Konzentrationsbestimmung von Interleukin-6 haben wir auch das Zytokin Inter-
leukin-1f (IL-1f8) im Fruchtwasser untersucht.

IL-1p wurde von vielen Forschungsgruppen hinsichtlich der Beteiligung an der Auslosung
der Wehentitigkeit und der Abwehr intrauteriner Infektionen untersucht. Als Subtyp des Zy-
tokins IL-1, dessen Synthese sowohl auf Transkriptions — als auch Translationsebene reguliert
wird (Mitchell et al., 1993) spielt es in der feto-maternalen Einheit eine grof3e Rolle als regu-
lierendes Zytokin. Als Hauptbildungsort von IL-1f werden aktivierte Makrophagen angese-

hen, die wihrend der Schwangerschaft in die Dezidua einwandern (Nehemiah et al., 1981).
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Zusitzlich wird IL-18 von Stromazellen der Dezidua freigesetzt (Romero et al., 1991; Semer
et al., 1991). Versuche zeigten, dass IL-1p imstande ist, die Cyclooxigenase-2 zu aktivieren,
iiber die es zu einer vermehrten Ausschiittung des wehenauslosenden Prostaglandins E2
kommt (Romero et al., 1989; Cole et al., 1995; Friebe-Hoffmann et al., 2007). Unterstiitzend
wirkt sich die Eigenschaft aus, die Sensibilitit des Gewebes hinsichtlich Oxytozin zu erhdhen,
wodurch die Wehentitigkeit unterstiitzt wird (Fuchs, 1987).

Beziiglich der Beteiligung an der Abwehr intrauteriner Infektionen herrscht ein breiter Kon-
sens liber eine wichtige Rolle des Interleukin-1, speziell des von uns untersuchten Untertyps
IL-1P.

Kommt es zur bakteriellen Invasion der Fruchthohle, wird IL-1f verstirkt als Antwort auf
bakterielle Produkte wie LPS durch Deziduazellen exprimiert (Casey et al., 1989). Die Syn-
these humaner Betadefensine (human beta defensins, HBD) im Fruchtwasser wihrend der
Schwangerschaft (Zhang et al., 2001) wird von IL-1f beeinflusst. Stock et al. zeigten dies in
einer einer Untersuchung, bei der Amnionzellen kultiviert und anschlieBend mit rekombinan-
tem humanem IL-1f inkubiert und als Folge eine verstirkte Expression von HBD-1 und
HBD-2 beobachtet wurde (Stock et al., 2007). Zhang et al. zeigten weiterhin, dass die Expres-
sion der ebenfalls fiir die Infektabwehr bedeutende Sekretorische Leukozytenesterase Inhibi-
tor (SLPI) neben IL-1a und TNFa auch durch IL-1f reguliert wird (Zhang et al., 2001).

Die Annahme, IL-1f sei in Fruchtwasserproben von Patienten mit intrauteriner Infektion im
Vergleich zu Patientinnen ohne Infektion gesteigert, konnte bei unseren Versuchen bestitigt
werden. Es zeigten sich signifikant erh6hte Zytokinkonzentrationen (p=0,01).

Dies steht in Einklang mit verschiedenen Untersuchungen, die sich mit IL-1p-
Konzentrationen bei intrauteriner Infektion beschéftigten. In einer Studie von Mitchell et al.
konnten im Fruchtwasser signifikant hohere IL-1-Spiegel bei Frauen mit vorzeitiger Wehenti-
tigkeit und intrauteriner Infektion im Vergleich zu Frauen ohne Wehentdtigkeit und ohne In-
fekt gezeigt werden. Auch die Beteiligung an der Auslosung der Wehentétigkeit konnte indi-
rekt gezeigt werden, da bei Frauen mit Wehentétigkeit ohne Infektion ebenfalls erhohte IL-1-
Konzentrationen nachweisbar waren (Mitchell et al., 1993). Eine kiirzlich veroffentlichte Stu-
die von Puchner et al. konnte ebenfalls signifikant erhohte I1-18 Konzentrationen im Frucht-
wasser von Patientinnen mit vorzeitiger Wehentdtigkeit nachweisen und schlugen IL-1f als
Marker fiir ein erhohtes Risiko einer Frithgeburt vor (Puchner et al., 2011). Romero et. al
konnten signifikant erhohte IL-1p3-Konzentrationen im Fruchtwasser bei Frauen mit intraute-
riner Infektion (und positiven mikrobiologischen Kulturen) zeigen (Romero et al., 1989;

Romero et al., 1992). Auch Hilier et al. wiesen signifikant erhohte IL-1p-Konzentrationen im
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Fruchtwasser bei Patientinnen mit Chorioamnionitis nach. Diese und unsere Daten kénnten an
einen geeigneten Marker in der Diagnostik einer intrauterinen Infektion denken lassen. Weite-

re Untersuchungen mit groferen Fallzahlen sind diesbeziiglich notwendig.

Wie unter Abschnitt 4.1 erldutert, konnten wir eine Expression von Interleukin-15 unter phy-
siologischen Bedingungen — d.h. einer Schwangerschaft ohne Infektionsnachweis und ohne
vorliegende Wehentétigkeit — zeigen. Diese Ergebnisse stimmten auch mit den Untersuchun-
gen der Arbeitsgruppe um Chow iiberein (Chow et al., 2008). Eine signifikant erhohte Ex-
pression unter Infektionsbedingungen konnten wir in unserer Studie allerdings nicht nachwei-
sen. Bestitigt werden unsere Ergebnisse durch eine Verodffentlichung der Arbeitsgruppe um
Fortunato aus dem Jahre 1998, die untersuchten, inwiefern es zu einer gesteigerten Expression
von IL-15 in amniochoralem Gewebe nach LPS-Stimulation kommt. Auch sie konnten keine
signifikant gesteigerte Zytokinexpression nachweisen. Sowohl unsere Ergebnisse als auch die
Arbeit um Fortunato lassen die Uberlegung zu, dass Interleukin-15 im klinischen Alltag nicht

als Marker einer intrauterinen Infektion geeignet ist (Fortunato et al., 1998).

Hinsichtlich des Zytokins IP-10 zur Diagnostik einer intrauterinen Infektion ist die Studienla-
ge bisher schlecht. Als Mitglied der CXC-Familie (Neville et al., 1997) besitzt [P-10 proin-
flammatorische Eigenschaften und spielt eine Rolle bei der Angiogenese (Strieter et al.,
1995). Weiterhin ist es an der Rekrutierung von Leukozyten im Rahmen inflammatorischer
Prozesse beteiligt (Rosenkilde et al., 2004). In einer Publikation der Arbeitsgruppe um Go-
mez-Lopez et al. wird ein Modell des inflammatorischen Milieus vorgeschlagen, das zur Aus-
16sung der Wehentitigkeit fiihrt und verschiedene Chemokine beriicksichtigt (Gomez-Lopez
et al.,, 2010). Auch sie ordnen CXCLI10/IP-10 als wichtigen Mediator zur Anlockung von
Leukozyten ein. Dieses Modell zusammen mit der Erkenntnis, die Synthese von CXCL10/IP-
10 werde neben IFN-gamma und TNF-a auch von mikrobiologischen Produkten induziert
(Gasper et al., 2002), fiihrte uns zur These, eine gesteigerte Expression liege auch im Rahmen
einer intrauterinen Infektion vor.

Unsere Arbeitsgruppe ist eine der ersten, die sich mit dem pradiktiven Wert von CXCL10/1P-
10 fiir die Vorhersage eines Amnioninfektionssyndroms befasst hat. Die gewonnenen Ergeb-
nisse konnten unserer Hypothese allerdings nicht bestétigen. Wir konnten keine signifikant
gesteigerten Konzentrationen im Fruchtwasser bei Patientinnen mit V.a. Amnioninfektions-
syndrom feststellen. Zwar scheint die Expression von CXCL10/IP-10 im Rahmen einer Ent-
zlindungsreaktion regelméfig vorhanden, allerdings reichen die Konzentrationen nicht aus,

um sie als Marker einer intrauterinen Infektion zu verwenden.
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4.3 Ausblick

Die Suche nach geeigneten Markern zur sicheren und frithzeitigen Diagnose eines Amnionin-
fektionssyndroms gestaltet sich bis heute schwierig. Sensitive und spezifische Marker einer
intrauterinen Infektion sind notwendig, um potenzielle nachfolgende Komplikationen fiir
Mutter und Kind vermeiden zu konnen. In zahlreichen Studien wurden verschiedenste Ansét-
ze zur Etablierung geeigneter Infektionsmarker untersucht.

Die von uns erzielten Ergebnisse betreffend der Aussagekraft einer intrauterinen Infektion
durch die Zytokine IL-6, IL-15, IL-1f und CXCL10/IP-10 konnten vorher publizierte Arbei-
ten teilweise bestdtigen, teilweise deckten sich unsere Erkenntnisse nicht mit denen anderer
Arbeitsgruppen. Viele Untersuchungen zeigten, dass [L-6 im Rahmen eines intrauterinen In-
fektionsgeschehens signifikant hoher exprimiert wird als bei unauffalligen Schwangerschaften
zum gleichen Zeitpunkt. Dies konnten wir aufgrund unserer Ergebnisse nicht bestétigen.
Die Bestimmung der Fruchtwasserkonzentration des Zytokins IL-1f als neuer Ansatz in der
Infektionsdiagnostik ist laut unserer und anderer aufgezeigter Studien zwar vielversprechend,
sollte aber in folgenden Studien weiter untersucht werden, bis eine klare Studienlage verfiig-
bar ist.

Ebenso sollte das Ziel verfolgt werden, in weiteren Studien andere, geeignete Zytokinkombi-
nationen ausfindig zu machen, um sowohl klinisch auffillige als auch subklinische Infektio-
nen frithzeitig diagnostizieren zu kdnnen.

Aufgrund der Invasivitit der Amniozentese und der verbundenen Risiken sollte der Fokus in
Zukunft vermehrt auf verfiigbare Marker im Serum gelegt werden. Eine spezifische und sen-

sitive Methode ist allerdings noch nicht etabliert.
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S Zusammenfassung

Infektionen werden als Hauptursache fiir die Entwicklung vorzeitiger Wehentétigkeit mit
nachfolgender Frithgeburtlichkeit angesehen. Durch eine aszendierende Infektion kann sich
eine intrauterine Infektion ausbilden, welche einen akuten Gefahrenzustand fiir Mutter und
Kind darstellt. Eine friihzeitige Diagnose ist anhand klinischer Zeichen und laborchemischer
Parameter wie CRP nicht immer sicher moglich. Die Parameter sind zu unspezifisch und bei
subklinischen Infektionen nicht vorhanden. Durch die vorzeitige Schwangerschaftsbeendi-
gung lassen sich zwar mdgliche infektionsbedingte Gefahren fiir Mutter und Kind reduzieren,
doch sind die Patienten hdufig mit den Folgen einer Frithgeburt konfrontiert. Eine mdglichst
spezifische und sensitive Diagnostik hitte also den Vorteil, die Rate an durch den Geburtshel-
fer verursachten Frithgeburtlichkeit und die Morbiditét fiir Mutter und Kind zu senken.

In dieser Arbeit wurden die Zytokine IL-6, IL-15, Pro-IL1p und CXCL10/IP-10 auf ihre
Konzentration im Fruchtwasser bei Patientinnen mit Anhalt auf eine intrauterine Infektion
und bei Patientinnen ohne Infektionsanhalt untersucht.

Hierfiir schlossen wir insgesamt 215 Patientinnen ein und unterteilten diese in folgende Grup-
pen: Fruchtwasser, das im Rahmen einer Amniozentese gewonnen wurde, teilten wir der
Gruppe ,,Amniozentesen (n=81) zu. Wéhrend der Geburt entnommene Fruchtwasserproben
teilten wir je nach Geburtsmodus den Gruppen ,,Spontangeburten” (n=20) — im Rahmen einer
Spontangeburt durch Amniotomie - oder ,,Sectiones” (n=101) — im Rahmen einer operativen
Entbindung - zu. Die vierte Gruppe wurde gebildet aus Fruchtwasserproben, die wir im Rah-
men einer Amniozentese bei Verdacht auf Amnioninfektionssyndrom erhielten (n=13).
Beziiglich der Konzentrationen im Fruchtwasser konnte kein signifikanter Unterschied zwi-
schen Patientinnen mit Infektionsverdacht und den Kontrollgruppen fiir die Zytokine IL-6, IL-
15 und CXCL10/IP-10 nachgewiesen werden. Ein signifikanter Unterschied ergab sich ledig-
lich fiir das Zytokin Pro-IL-1f. Auch konnten unsere Untersuchungen zeigen, dass die Zyto-
kinexpression von den Faktoren ,maternales Alter”, , Gestationsalter und ,(fetales Ge-
schlecht unabhingig ist.

Zusammenfassend konnte sich Pro-IL-1f als Infektionsmarker eignen. Hierzu sollten in Zu-

kunft aber noch weitere Studien mit groBerem Patientenkollektiv durchgefiihrt werden.
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7 Anhang

7.1 Abkiirzungsverzeichnis
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CRP
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IFN-y

IGFBP-1
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IL-1
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IL-6
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IL-13
IL-15
IL-18
kDa
LPS
ml
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Amnioninfektionssyndrom
Beckenendlage
Corticotropin-releasing Hormon
C-reaktives Protein

Kardiotokographie

Prostaglandin E Rezeptor 1

Fetal inflammatory response syndrome

granulocyte macrophage colony stimulat-
ing factor

Humane Betadefensine
Interferon-y

Insulin-like growth factor binding Protein
1

Interleukin
Interleukin-1
Interleukin-2
Interleukin-4
Interleukin-5
Interleukin-6
Interleukin-10
Interleukin-12
Interleukin-13
Interleukin-15
Interleukin-18
Kilodalton
Lipopolysaccharid
Milliliter
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Pro-IL1p3
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TNF
TNF-a
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Zn.
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Pro-Interleukin-1f
Periventrikuldre Leukomalazie
Species pluralis
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