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1 Einleitung

1.1 Frihgeburt

1.1.1 Definition

Die Friihgeburt wird durch die WHO definiert als eine Entbindung vor der vollendeten 37.
Schwangerschaftswoche (SSW) bzw. nach weniger als 259 Tagen (1). Dabei werden vier Un-
tergruppen unterschieden, die gemeinsam mit der H&ufigkeit ihres Auftretens in Tabelle 1

dargestellt sind:

Tabelle 1: Einteilung der Friihgeburt (2,5)

Schweregrad der Frihgeburt Schwangerschaftswochen Haufigkeit
extrem friihe Frihgeburt <28 SSW 5%
sehr frihe Frihgeburt 28 — 31 SSW 15%
maéRig friihe Fruhgeburt 32 -33SsSwW 20%
frihe Geburt 34 —36 SSW 60-70%

1.1.2 Epidemiologie

Weltweit ist die Frihgeburtenrate in den letzten zehn Jahren stetig gestiegen und stellt somit
nach wie vor ein groRes Problem in der heutigen Geburtshilfe dar (2,3). Sie z&hlt mit 75% zu
den Hauptursachen der perinatalen Mortalitat und ist zu Gber 50% flr die Morbiditat von
Kindern verantwortlich (4,5). Besonders Friihgeborene mit extrem niedrigen Geburtsgewicht
(<1000g) und solche, die vor der 28. SSW geboren wurden, zeigen vermehrt medizinische
Komplikationen, die besonders die Lungenfunktion, das Immunsystem sowie die zerebrale
Entwicklung des Kindes betreffen (6). Zudem finden sich bei zu friih geborenen Kindern im
Laufe ihres Lebens vermehrt Verhaltens- und Aufmerksamkeitsstorungen und folglich Schul-

probleme (7,8).

Im Jahr 2010 lag die Friihgeborenenrate weltweit bei 11,1%, wobei die Tendenz steigend ist.
Dies liegt nicht zuletzt an den verbesserten medizinischen Standards und Versorgungsmaog-

lichkeiten der Frihgeborenen, welche eine groRziigigere Indikation zur einer immer friihzeiti-
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geren Entbindung ermdglichen (9,10). Einzig die USA, bisher unter den Spitzenreitern der
Frihgeburt, konnten im Jahr 2013 einen Riickgang verzeichnen. Mit 11,4%, dem niedrigsten
Stand seit 1997, liegen sie jedoch immer noch deutlich tiber dem Durchschnitt (11). In Europa
werden je nach Region zwischen 6,3% (Schweden, Frankreich) und 11,4% (Osterreich) der
Kinder vor der vollendeten 37. SSW geboren (2). Je nach Quelle variieren die Daten fir
Deutschland zwischen 7,1% und 9,2% und sind damit in jedem Fall hoher als in vielen ande-

ren, besonders nord-europdischen Landern (2,12).

Dass die Zahl der Frihgeburten nach wie vor zunimmt, ist auf verschiedene Faktoren zurtick-
zuflihren wie etwa das steigende Alter der Erstgebarenden oder die Zunahme von Fertilitéts-
behandlungen mit konsekutiven Mehrlingsschwangerschaften (5). Zudem sind bis zu 35% der
Frihgeburten im Rahmen einer vorzeitigen Schwangerschaftsbeendigung induziert, etwa we-

gen einer bestehenden Préeklampsie oder einer fetalen Wachstumsretardierung (5,13).

Als Konsequenz aus der sinkenden perinatalen und intrauterinen Mortalitatsrate ergibt sich
eine steigende Morbiditétsrate, die hohe Kosten verursacht (14). Pro Jahr muss hierbei mit
uber 0,8 Milliarden Euro gerechnet werden, wobei entsprechend der Haufigkeitsverteilung (s.
Tabelle 1) die hochsten Kosten bei den Friihgeburten nach der 32.SSW entstehen. Hinzu
kommen weitere hohe Kosten fir die perinatale Intensivbehandlung sowie die in Langzeitfol-
ge héufig entstehenden chronischen Krankheiten (14,15). Obgleich die Datenlage/ -erhebung
nicht befriedigend ist, kann also davon ausgegangen werden, dass die steigende Anzahl an
Frihgeburten eine enorme Belastung nicht nur fir die betroffenen Familien, sondern auch fir

die Gesundheits- und Sozialsysteme der entsprechenden Lander darstellt (2,16).

1.1.3 Atiologie

Die Friihgeburt stellt ein Symptom dar, dessen Ursachen vielfaltig sind und dessen Pathophy-
siologie noch nicht endgultig verstanden ist (13,17). Zudem ist die Genese meist multifaktori-
ell, so dass nur selten ein einzelner, auslosender Faktor ausgemacht werden kann (5). Einen

Uberblick tber die vier wichtigsten EinflussgroRen gibt die folgende Tabelle.
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Tabelle 2:  Ursachen fir eine Frihgeburt (5,10,15,18,19)

Gynékologische Mautterliche Fetale Sozio-6konomische

Ursachen Ursachen Ursachen Ursachen

Infektionen Diabetes mellitus Polyhydramnion Nikotin

Z.n. Frihgeburt Hoher/ niedriger Mehrlings-SS Alkohol

Z.n. Konisation BMI Fehlbildungen Drogen

Préaeklampsie Hohes/ niedriges Chromosomen- Ern&hrung

Zervixinsuffizienz Alter anomalien Stress

Fruchtblasen-prolaps | = Art. Hypertonie Alloimmunopathien ethnische

Plazentastérungen Gerinnungsstérungen Herkunft

Bildungsstand

Die verschiedenen Risikofaktoren fihren zu drei klinischen Erscheinungsbildern, die sich

gegenseitig beeinflussen und letztlich das Eintreten einer Friihgeburt beschleunigen (3):

Den Hauptanteil macht dabei mit ca. 40% die (1) spontane Friihgeburt mit vorzeitiger Wehen-
tatigkeit aus. An zweiter Stelle stehen (2) mitterliche oder kindliche Infektionen, die fur ca.
30% der Frihgeburten verantwortlich sind und zu einer medizinisch induzierten vorzeitigen
Beendigung der Schwangerschaft fiihren. Der (3) (friihe) vorzeitige Blasensprung verursacht
20% aller Friihgeburten, sowie 20% aller perinatalen Todesfalle und ist meist Folge von In-
fektionen. Die (4) Zervixinsuffizienz schlieflich ist fir 10-25% aller vorzeitigen Schwanger-

schaftsbeendigungen verantwortlich (5,20,21).

Vorzeitige Wehentatigkeit

Als ,,vorzeitige Wehentatigkeit bezeichnet man regelmaflige Kontraktionen vor der 37.SSW,
die zu einer Verkiirzung der Zervix fihren. Da es sich meist um eine unkoordinierte Wehenta-
tigkeit handelt, die in vielen Fallen spontan sistiert, kommt es nicht zwangslaufig zur Entbin-
dung. Allerdings konnen pathologische Prozesse, sowie eine zu friihzeitige Aktivierung der

physiologischen Geburtsmechanismen eine zu frithe Geburt herbeiftihren (19,22).
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(Fraher) Vorzeitiger Blasensprung

Der ,,vorzeitige Blasensprung“ (PROM = Preterm Rupture of the Membranes) bezeichnet
allgemein das Einreil3en der fetalen Membranen vor dem Einsetzen muttermundswirksamer
Wehen, unabhéngig von der SSW. Ein ,.frither vorzeitiger Blasensprung® (PPROM = Preterm
Premature Rupture of the Membranes) dagegen beinhaltet eine zeitliche Komponente, in dem
er per definitionem vor der vollendeten 37. SSW und mindestens eine Stunde vor dem Einset-
zen der regelméRigen Wehentatigkeit stattfindet (5,20). Die Unterscheidung dessen, was zu-
erst stattfand (Wehen vs. Blasensprung) weist gewisse Schwierigkeiten auf. Die Vorstellung
in der Klinik erfolgt haufig wegen vorzeitiger Wehentatigkeit und bereits stattgehabtem BS.
Den Frauen fallt es dann schwer die zeitliche Abfolge anzugeben, nicht zuletzt da die Klassi-
fizierung der Wehen nicht immer eindeutig ist (3). Zudem gibt es zervixwirksame Wehen, die
von der Mutter jedoch nicht wahrgenommen werden (19). Dennoch wurde festgestellt, dass

ein friher vorzeitiger Blasensprung (PPROM) meist infektioser Genese ist. (23).

Infektionen

Infektionen des Urogenitaltrakts und das Amnioninfektionssyndrom (im Falle der aszendie-
renden Infektion) sowie die dadurch ausgeldsten Immunprozesse (vgl. Abschnitt 1.3.1.) spie-
len eine wesentliche Rolle in der Pathogenese der Frihgeburt, da sie sowohl zu einer vorzeiti-
gen Wehentétigkeit, als auch zu einem vorzeitigen Blasensprung fuhren kdnnen (19). Nach
einem BS konnen Mikroorganismen leichter aszendieren, als dies bei intakten Eihduten der
Fall ist. Der Blasensprung per se stellt also ein deutlich erhdhtes Risiko fiir intrauterine Infek-
tionen dar (5). Besonders hdufig finden sich dabei Gardnella vaginalis, Bacteroides Spezies,
Mycoplasma hominus und Ureaplasma urealyticum. Beim Nachweis einer Infektion bereits
vor der 20.SSW mit einem dieser Organismen, endet die Schwangerschaft erfahrungsgeman
ca. 4-8 Wochen spater (15). Bei einem vorzeitigen Blasensprung gilt es daher, unmittelbar
einen bakteriellen Zervixabstrich zu entnehmen und eine entsprechende antibiotische Thera-
pie (z.B. mit einem Penicillin oder Cephalosporin) einzuleiten (20). Zeigt sich neben einem
positiven Keimnachweis auch noch ein erhdéhtes CRP im mutterlichen Blut, ein Anstieg der
mutterlichen Kdrpertemperatur und eine fetale Tachykardie, so kann es sich um eine akute
intrauterine Infektion handeln, welche eine Indikation zur elektiven Schwangerschaftsbeendi-
gung darstellen kann (19). Allerdings sind laborchemisch auffallige Entziindungswerte, sowie
mitterlicher Temperaturanstieg sehr unspezifische Marker, die auch anderer Genese sein

kdnnen. Daher, und das ist Ziel dieser Arbeit, bedarf es eines anderen Indikators mit hoher
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Sensitivitat und Spezifitat (wie etwa der Nachweis bestimmter Zytokine) fur das Vorliegen

einer intrauterinen Infektion.

Zervixinsuffizienz und Fruchtblasenprolaps

10-25% aller vorzeitigen Schwangerschaftsbeendigungen im zweiten Trimester konnen auf
eine Zervixinsuffizienz zuriickgefuhrt werden. Fur ihre Definition liegen allerdings keine ein-
deutigen Kriterien vor, weshalb die tatsachliche Inzidenz schwer einzuschatzen ist (21). Phy-
siologisch dient die ca. 2cm lange Zervix der Schwangerschaftserhaltung, in dem sie das dis-
tale Ende des Uterus bildet, diesen somit abschliet und so den Fetus in situ halt (24). Wah-
rend der SS durchlduft sie zwei Phasen: zunachst die Zervixreifung und anschlieBend die —
verkurzung. Die Zervixreifung verlauft iber mehrere Wochen und ist durch einen hohen Pro-
gesteron- und niedrigen Ostrogen-Spiegel in dem sie umgebenden Gewebe charakterisiert.
Das Progesteron erhoht das Ruhepotenzial der Muskelzelle und bewirkt eine lokale Prostag-
landin-Blockade (25). Auf diese Weise behélt das Gewebe seine Widerstandsfahigkeit. Die
Zervixverkirzung vollzieht sich dagegen wesentlich rascher und geht den Wehen voraus. Sie
ist gekennzeichnet durch eine gesteigerte Dehnbarkeit, vermindertes und durch Wassereinla-
gerungen aufgelockertes Kollagen und eine Umkehrung des Progesteron-Ostrogen-
Verhaltnisses (24-26).

Den Hauptrisikofaktor fir die Zervixinsuffizienz (ZI) stellen Infektionen dar. Diese kdnnen
sowohl eine ZI verursachen, als auch bei einer anderweitig (kongenital, iatrogen) bedingten
Z| aufsteigen und einen vorzeitigen BS ausldsen (24,26). Pathophysiologisch kommt es bei
der Zervixinsuffizienz zur Dissoziation der Kollagenstruktur, so dass die Zervix dem erhéhten
intrauterinen Druck nicht mehr stand halt (27). Weitere Risikofaktoren sind angeborene

Anomalien oder vorausgegangene Eingriffe wie eine Konisation oder Zervixkiirretage.

Eine schwerwiegende Komplikation der ZI ist der Fruchtblasenprolaps (FBP): durch den
dilatierten Zervikalkanal, kann die noch intakte Fruchtblase vor den dufReren Muttermund und
im Extremfall bis in die Scheide hervor treten. Dadurch steigt die Gefahr eines Spataborts
oder einer extremen Friihgeburt besonders dann, wenn es z.B. durch vaginal aufsteigende In-
fektionen zusatzlich zu einem vorzeitigen Blasensprung kommt. Zu den bekannten Risikofak-
toren fur einen FBP z&hlen eine diesbeziglich positive Anamnese, Mehrlingsschwangerschaf-

ten, Infektionen mit der Gefahr der Aszendierung sowie operative Zervixeingriffe (28).
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1.1.4 Diagnostik

Je friher in der Schwangerschaft die Anzeichen einer drohenden Friihgeburt auftreten, desto
groRer ist das Risiko fiir das Neugeborene und um so wichtiger ist die Diagnostik. Hierflr
dienen zum einen klinische Marker, wie das Auftreten vorzeitiger Wehentétigkeit, der vorzei-
tige Blasensprung sowie die vorzeitige Zervixreifung. Die Wehentatigkeit lasst sich durch das
CTG feststellen, sowie durch subjektive Angaben der Patientin. Um die Relevanz der Wehen
einschétzen zu konnen, kann ein Test auf fetales Fibronektin gemacht werden. Dieses Gly-
koprotein lasst sich physiologisch im Vaginalsekret bis zur 24.SSW nachweisen. Als negativ
pradiktiver Marker kann bei Abwesenheit des Fibronektins nach der 24.SSW eine zeitnahe

FG zu 99% ausgeschlossen werden (5,29).

Zur weiteren Diagnostik dient die Zervixlange, welche vaginal-sonographisch ausgemessen
werden kann (s. Abbildung). Erst kiirzlich konnten Hiersch et al. nachweisen, dass mit jedem
zusétzlichen Millimeter, den der Zervikalkanal an Lange misst, das FG-Risiko unabhéngig
vom Gestationsalter, um 5-10% sinkt (30). Allerdings hangt die sonographische Messung der

Zervixlange von der Erfahrung des Untersuchers ab und kann demnach individuell variieren.

Abbildung 1: Transvaginaler US einer normalen Abbildung 2: Transvaginaler US mit
Zervix; Markierungen am inneren und verkirzter Zervix,
aulleren MM (31) Trichterbildung und

prolabierender Frucht-
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blase (31)

Ein stattgehabter Blasensprung ist eine primar klinische Diagnose und lasst sich mittels Spie-
geleinstellung detektieren. Aullerdem wird, besonders bei klinisch nicht eindeutigen Befun-
den, noch ein Amnicheck®-Test durchgefiihrt. Dieser kann einen Fruchtwasserabgang nach-
weisen, indem er das Protein IGFBP-1 (Insulin-like-growth-factor-binding-protein-1) misst,

welches in der fetalen Leber sowie in der mutterlichen Dezidua produziert wird (20).

Zur weiteren Diagnostik bei Frihgeburtsbestrebungen gehort aufgrund der Infektion als
Hauptrisikofaktor immer auch ein bakterieller Vaginalabstrich. Mit diesem kdnnen Erreger

nachgewiesen und eine entsprechende antibiotische Therapie eingeleitet werden.

Einen spezifischen Marker fir eine drohende Friihgeburtlichkeit zu finden, wie etwa be-

stimmte Zytokine im Vaginalsekret, ist Ziel dieser Arbeit.

1.1.5 Therapie und Préavention

Die Therapiemdglichkeiten werden hier nicht detailliert geschildert, da sie flr die vorliegende

Arbeit keine wesentliche Rolle spielen.

Die Indikation fiir den Beginn einer Therapie stellen ein auffélliger Zervixbefund, ein friher
vorzeitiger Blasensprung und durch das CTG aufgezeichnete vorzeitige Wehen dar. Die Wahl
der Therapie richtet sich nach der jeweiligen Klinik sowie nach der SSW. Droht die FG vor
der 32.SSW einzutreten, ist der Patientin die Uberweisung in ein Perinatalzentrum anzuraten.
Uberlebensfahig gelten Neugeborene heute ab der 23+3.SSW, wobei das Uberleben dieser
Kinder auferst kritisch zu bewerten ist, da schwerwiegende bleibende Gesundheitsschaden
auftreten kdnnen (20). Therapeutisch stehen heute primar die Wehenhemmung mittels eines
Betasympathomimetikums oder eines Oxytocinrezeptorantagonisten (Atosiban) zur Verfi-
gung (15). Andere Tokolytika wie Magnesium oder Kalziumantagonisten sind aufgrund man-
gelnder Datenlage in Deutschland offiziell nicht zugelassen und werden nur supportiv einge-
setzt (32). Jedoch hat gerade der Kalziumantagonist Nifedipin als einziges Tokolytikum eine
nachgewiesene mortalitats-senkende Wirkung und verbessert so das kindliche Outcome, wes-
halb es derzeit bevorzugt verwendet wird (33). Eine drohende FG, ein vorzeitiger BS sowie
eine intrauterine Wachstumsverzogerung stellen ab der 23+0 SSW bis zur 34+0 SSW zudem
eine Indikation fur eine Lungenreifeinduktion mittels Betamethason dar (34). Im Falle einer

nachgewiesenen bakteriellen Infektion ist entsprechend des Antibiogramms eine antibiotische
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Therapie einzuleiten, z.B. mit Metronidazol oder Clindamycin. Bei anamnestisch auffalligen
Frauen mit Risikofaktoren kann zudem eine regelméaRige pH-Bestimmung vorgenommen

werden um eine bakterielle VVaginose oder andere Infektionen auszuschlieRen (15).

Kommt es zu einem Prolaps der Fruchtblase so besteht die Therapie neben einem maglichen
konservativen VVorgehen (Bettruhe, Antibiose, Tokolyse), in operativen Verfahren mit Reposi-

tion der prolabierten Fruchtblase und einem operativen Verschluss der dilatierten Zervix (35).

Als mogliche Pravention der Friihgeburt gilt neben konservativem Vorgehen (Bettruhe) die
Zervixcerclage (36). Diese wird Patientinnen mit einer Zervixlange <25mm oder Trichterbil-
dung > 25% im zweiten Trimenon empfohlen und reduziert das Risiko einer Frihgeburt um
25% (16,24,37,38). Eine Notfall-Cerclage hat dabei eine wesentlich schlechtere Prognose, als
die prophylaktische Cerclage bei Zervixinsuffizienz (28,39). Es gilt also schon friihzeitig an-
hand der Anamnese und der klinischen Untersuchungsbefunde, risikobehaftete Frauen zu de-

tektieren und ggf. friihzeitig operativ zu behandeln.

SchlieRlich gibt es noch die Mdglichkeit einer vaginalen Progesteron-Applikation in der 24. —
34.SSW oder einer wdchentlichen intramuskuldaren Gabe von 17a-Hydroxy-
Progesteroncaproat zwischen der 20. — 36.SSW (16).

1.2 Zytokine

1.2.1 Funktion und Bedeutung

Zytokine sind l6sliche Glykoproteine, die als hochkomplexes Netzwerk bei der Regulation
von Immunantworten eine zentrale Rolle spielen. Als Immunbotenstoffe werden sie von Zel-
len des natlrlichen und erworbenen Immunsystems produziert (Makrophagen, NK-Zellen, T-

Lymphozyten) und sind an der interzellul&ren Signalibermittlung beteiligt (40).

Zu den wichtigsten Zytokinklassen zahlen die Interleukine (IL), die Interferone (IFN), der
Tumornekrosefaktor (TNF) und die Koloniestimulierenden Faktoren (CSF). Diese konnen
synergistisch oder antagonistisch agieren und die Proliferation oder Apoptose von Zellen diri-
gieren, indem sie die Expression anderer pro- oder anti-inflammatorischer Zytokine regulieren
und so dem Immunsystem ermdglichen, adéquat zu reagieren (40). Je nach Sezernierungsort,
werden die Zytokine in die Untergruppen vom Th-1-, TH-2- oder TH-17-Typ unterteilt. Die
TH-1-Zellen (IL-1, IL-2, 1L-12, IL-15, IL-18, IFN-y, TNF-a) stimulieren die zelluldre Immu-
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nitat, wohingegen die TH-2-Zellen (IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13m CSF) die humorale Im-
munitat fordern. Zu den TH-17-Zellen z&hlen 1L-17 und IL-22, welche bei der Pathogenese
von Autoimmunerkrankungen eine wichtige Rolle spielen (41). Weitere TH-Zelllinien wie
TH-9-Zellen, Treg-Zellen sind Gegenstand der Forschung. Die von den TH-Zellen produzier-
ten Zytokine selbst wiederum haben Einfluss auf die weitere Differenzierung der naiven T-
Zelle in Richtung TH-1- oder TH-2-Zelle, wodurch eine adaptive Immunantwort ermdéglicht

wird.

Die Schwangerschaft stellt aufgrund des semi-allogenen Feten flir das Immunsystem der Mut-
ter eine besondere Herausforderung dar. Dabei kénnen sowohl bei der rechtzeitigen als auch
bei der zu frihen Geburt pro-inflammatorische Veranderungen festgestellt werden (42, 43).
Bei der rechtzeitigen Geburt ist das Ausmal} der inflammatorischen Prozesse jedoch wesent-
lich geringer, als bei einer Frihgeburt (18,22). Bei der FG konnte als Immunantwort auf eine
z.B. bakterielle Infektion, eine signifikanten Steigerung von Interleukinen (v.a. IL-6, 1L-8),
TNF-o und IL-1B sowohl in den Eihduten, als auch in der Zervix, der Plazenta und dem
Fruchtwasser nachgewiesen werden. Diese Zytokine flihren einerseits zu einer gesteigerten
Freisetzung von Prostaglandinen, welche die Uteruskontraktilitat fordern. Andererseits indu-
zieren sie die Aktivierung von Proteasen, welche die zervikale Kollagenmatrix spalten und die
Kollagenstruktur auflockern. Durch die Kraft der Wehen kommt es schlieRlich zur Dilatation
der Zervix, welche ihrer Haltefunktion nicht mehr gerecht werden kann (19,27,42). Diese
weitreichenden Wirkungen der Zytokine im Rahmen der Friihgeburtlichkeit machen ihre zent-

rale Rolle sowohl als Mediatoren als auch als diagnostische Marker deutlich.

Zudem wirken Zytokine nicht nur auf den matterlichen, sondern auch auf den kindlichen Or-
ganismus. Dort begiinstigen sie intraventrikuldare Blutungen, bronchopulmonale Dysplasien
und die periventrikulare Leukomalazie (15). Eine Ubersicht tiber die unterschiedlichen Wir-
kungen der Zytokine sowohl im mdtterlichen als auch im kindlichen Organismus gibt die fol-
gende Abbildung.
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Abbildung 3: Assoziation zwischen Infektion, Zytokinen und Friihgeburt (15)

1.2.2 Einteilung der Zytokine

Die Zytokine haben je nach Gruppe pro-inflammatorische und anti-inflammatorische Eigen-
schaften. Zu den pro-inflammatorischen Zytokinen gehdren drei Gruppen: (1) Die Alarmzy-
tokine TNF und IL-1. Sie l6sen die akute Entziindungsreaktion aus. (2) Endogene Pyrogene
wie TNF-a, IL-1, IL-6 und MIP-1pB, welche Fieber auslosen. (3) Andere Zytokine wie 11-20,

IL-8, Interferone und Chemokine.

Zu den antiinflammatorischen Zytokinen gehoren IL-4, IL-10, IL-13 und I1L-19 (44).

1.2.2.1 Interleukin-23

IL-23 fordert die Typ-1-Polarisierung von T-Zellen, welches ein wichtiges immunologisches
Prinzip darstellt, da Typ-1-T-Zellen hauptsachlich eine zellvermittelte Immunantwort induzie-
ren. Dadurch kommt es zu einer lokalen Entziindungsreaktion, zur méglichen Eradikation von
Viren und anderen intrazellul&ren Erregern und tber die Initiierung einer Immunantwort vom
Spattyp zur gezielten Auslésung einer T-Zell-vermittelten Immunantwort. Zudem férdert IL-
23 die Produktion von IFN-y, wobei es hier weniger potent ist als das IL-12 mit gleicher

Funktion. AuBerdem sorgt 1L-23 fiir die Proliferation von T-Gedé&chtniszellen (40).
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1.2.2.2 Interleukin-17a

IL-17a zahlt zu den pro-inflammatorischen Zytokinen und wird ausschlieBlich von aktivierten
T-Zellen gebildet. Es fordert die Proliferation und Reifung neutrophiler Granulozyten sowie
die Produktion weiterer Entziindungsmediatoren. Erhohte Konzentrationen von IL-17a wur-
den bei Entziindungen der Atemwege und des Magen-Darm-Trakts, sowie bei Psoriasis,

rheumatoider Arthritis, Multipler Sklerose und anderen Pathologien beobachtet (40).

1.2.2.3 Interleukin-12

IL-12 wird nur von Monozyten, Makrophagen, dendritischen Zellen und B-Zellen sezerniert.
Es wird als Reaktion auf bakterielle und parasitére Infekte gebildet, spielt bei der antiviralen
Immunantwort aber eine untergeordnete Rolle. Das biologische Leistungsspektrum von IL-12
umfasst u.a. die Sezernierung von IFN-y sowie die Stimulation der T-Zell- und NK-Zell-
Proliferation und regt diese zur Produktion von TNF-a an, was wiederum zur Aktivierung von
Makrophagen fiihrt (40). Charakteristisch fir IL-12 ist weiterhin, dass es im Infektionsverlauf
frihzeitig erscheint. Es fordert durch Induktion von IFN-y die Th1-Immunantwort und steigert

die Toxizitat von naturlichen Killer-Zellen (45).

1.2.2.4 Interleukin-10

IL-10 z&hlt zu den immunsupprimierenden, anti-inflammatorischen Zytokinen. Es wird vor
allem von CD4"- und CD8"-Zellen gebildet, aber auch dendritische Zellen, B-Zellen und
Makrophagen kdénnen dieses Zytokin bilden. Durch noch nicht vollstdndig verstandene Me-
chanismen kann das IL-10 die T-Zell-Aktivierung und Zytokinrezeptoren hemmen. Auler-
dem fordert es die humorale Immunreaktion und beeinflusst verschiedene immunmodulieren-
de Zellen in ihrer Funktion (z.B.: NK-Zellen, T-Zellen). Auch hat dieses Zytokin eine stimu-
lierende Wirkung auf primitive hamatopoetische Stammzellen, auf die Thrombozytopoese
und auf die Bildung von Erythrozyten. Die suppressive Wirkung von IL-10 besteht aber vor
allem in der Fahigkeit, die Bildung pro-inflammatorischer Zytokine zu hemmen (v.a. IL-6,
IL-8, TNF-a). Da IL-10 das Ausmal} der durch Bakterien, Pilze und Protozoen generierten
Immunantwort hemmt, schiitzt es das Gewebe vor einer tberschielenden Entziindungsreakti-
on, sofern das Pathogen nicht persistiert. Auflerdem schitzt das IL-10 vor vaskulérer Dys-
funktion, weshalb es auch hinsichtlich eines Einsatzes im Rahmen einer Immuntherapie in

Zusammenhang mit hypertensiven Schwangerschaftserkrankungen diskutiert wird. Aufgrund
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seines breiten Wirkspektrums spielt dieses Zytokin also eine wichtige Rolle in der natirlichen
und erworbenen Immunantwort (40,46). Liegt ein Mangel an Interleukin-10 vor, so flhrt dies
zu einer Storung des empfindlichen Gleichgewichts zwischen pro- und anti-inflammatorischer
Aktivitat: es kommt zu einem Uberwiegen der pro-inflammatorischen Immunantwort, welche

zu zahlreichen Komplikationen und letztlich zur Friihgeburt fiihren kann (s. Abbildung 31).

IL-10 deficiency

P— Hypoxia
I Bacterial and viral infection
Inflammation triggers

Anti-inflammation Pro-inflammation
IL-4, IL-8, IL-10, IL-11, IL-13 Thi7, NKG2D
IFN-a, TGF-B, G-CSF | NF-xB, TNF-a, IL-1, IL-6, IL-12

Unscheduled inflammation
|

Placental ER Stress 1 Inflammation [ Anti-angiogenic Factors | Apoptosis

.

| Immune Tolerance ] Vascular Remodeling

Fetal loss Preterm Birth IUGR | Preeclampsia

Abbildung 4: Einfluss von IL-10 auf das Immunsystem (46)

1.2.2.5 Interleukin-6

IL-6 gehort zur Gruppe der pro-inflammatorischen Proteine und wird u.a. von Ty2-Zellen,
Phagozyten, Epithel- und Endothelzellen sowie von Makrophagen produziert. AufRerdem re-
gulieren bakterielle Endotoxine sowie proinflammatorische Zytokine die Transkription des
IL-6-Gens (40). Die biologischen Funktionen von IL-6 sind sehr vielfaltig und zahlreich. Zu
den Hauptwirkungen gehoéren die Induktion und Inhibition der Zellproliferation, die Induktion
der hepatischen Akute-Phase-Produktion, das Entstehen von Fieber, sowie die Differenzie-
rung von B-Zellen in Plasmazellen. Gemeinsam mit IL-3 wirkt es zudem auf die Proliferation
hamatopoetischer Vorlauferzellen (47). Eine besondere Rolle spielt das IL-6 bei extrem frih-
geborenen Kindern (< 28.SSW), da bei diesen stark erhdhte Konzentrationen sowohl des Zy-
tokins selbst, als auch seines Rezeptors nachgewiesen werden konnten. Dies fihrt Gber eine
gesteigerte Proteaseaktivitdt zu einer erhéhten Gefahr fur zerebrale und vaskulére Folgescha-
den (15).
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1.2.2.6 Tumornekrosefaktor — a

Der TNF-a (auch: ,,Kachektin®) hat inflammatorische, immunmodulierende, antivirale und
zytotoxische Eigenschaften. Als Stimulus flr die TNF-a-Produktion durch Makrophagen gel-
ten bakterielle oder virale Produkte wie z.B. Lipopolysaccharide oder Virus-RNA. Daneben
produzieren u.a. auch Endothelzellen, glatte Muskelzellen, Fibroblasten, Granulozyten und
Mastzellen das TNF-a. Die Funktionen dieses Zytokins sind so vielféltig, dass im Folgenden

stichpunktartig die relevantesten aufgeftihrt werden:

Proliferation und Differenzierung von B-Lymphozyten
Induktion der hepatischen Akute-Phase-Antwort

Induktion von Schock, Hypotension und Gewebeschaden
Regulation der Apoptose

Steigerung der Produktion von Prostaglandin E2
Bereitstellung von Zytokinen und Chemokinen, Entziindung

Antivirale, antibakterielle, antimykotische Eigenschaften

Zu den weniger erwinschten Wirkungen des TNF-a z&hlen u.a. die Férderung der Kachexie
uber Stimulation der Lipolyse, die Forderung der intravaskularen Thrombusbildung als auch

die Induktion eines Tonusverlusts in den glatten Muskelzellen.

Aufgrund der vielfaltigen, starken Einfliisse von TNF-a bedarf es einer strikten Regulation
seiner biologischen Aktivitat, was physiologisch tber die Genexpression und posttransskripti-
onelle Regulation geschieht. latrogen vermindern aber auch Steroide die Signaltransduktion
von TNF-a. Erhohte Serumspiegel von TNF-a finden sich bei zahlreichen Krankheiten und
haben auch unerwinschte Wirkungen (z.B.: Kachexie). Daher wird eine Anti-TNF-a-

Therapie heutzutage zunehmend etabliert (40,48,49).

1.2.2.7 Makrophagen-Inflammatorisches-Protein-1

MIP-1B (CCL 4) gehort zu den Chemokinen, einer Gruppe von pro-inflammatorischen Zyto-
kinen. Nach Stimulation durch bakterielle Toxine, Viren, TNF-a, IFN-y, und IL-1 wird MIP-
1beta Uberwiegend von Makrophagen und Phagozyten produziert. IL-4, 1L-10, Dexamethason
und Proteasen dagegen hemmen die Produktion des Chemokins. Die biologische Aktivitat
von MIP-1p besteht u.a. in der chemotaktischen Anlockung von T-Zellen, in der Induktion

der Phagozytose und der Signaltransduktion; auflerdem vermittelt es die transendotheliale



Einleitung 14

Migration von Monozyten, dendritischen Zellen und NK-Zellen sowie die Ausschittung von
pro-inflammatorischen Mediatoren wie etwa Histamin. MIP-1 spielt somit eine wichtige
Rolle bei entziindlichen Erkrankungen wie Arthritis, Multiple Sklerose, Psoriasis, Lungenent-

zlindung, Sepsis, Wundheilung und allergischem Asthma (50).

1.3 Fragestellung und Zielsetzung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es zu untersuchen, wie sich die Zytokine IL-23, IL-17a, IL-
12, IL-10, IL-6, TNF-a und MIP-1p bei Frauen mit Friihgeburtsbestrebungen im Vergleich zu
gesunden Schwangeren verhalten. Dies geschah vor dem Hintergrund, dass die Frihgebo-
renenrate weltweit immer noch sehr hoch ist und wenn Uberhaupt nur eine geringe Tendenz
zu einer sinkenden Zahl an Friihgeburten beobachtet werden kann. Problematisch ist dabei der
Mangel an zuverlassigen diagnostischen Markern, die jenseits der klinischen Parameter (Fie-
ber, CRP-Anstieg, Tachykardie) spezifisch genug sind, ein intrauterines Infektionsgeschehen
rechtzeitig vorhersagen und abschétzen zu kénnen. Bei den Studien, die bisher zu Biomarken
in Zusammenhang mit Frihgeburtlichkeit durchgefiihrt wurden, erwiesen sich nur wenige als
aussagekraftig genug um im Sinne einer Sekundarprévention eine drohende Friihgeburt vo-
rauszusagen (5,51). Diese Arbeit soll die Funktion von Zytokinen und besonders von be-
stimmten Zytokinkombinationen als diagnostische Parameter im Rahmen der Friihgeburtlich-

keit hinterfragen.

Bei unserer Studie handelt sich um eine prospektive Fall-/ Kontrollstudie mit 43 Friihgeburts-

fallen und 32 Fallen ohne Friihgeburt. Folgende Fragestellungen wurden dabei untersucht:

Primare Endpunkte:

Unterschiede in den erhobenen Parametern zwischen Fall- und Kontrollgruppe?
Gibt es Zytokine, die auf eine drohende Frihgeburt hinweisen kénnten bzw. daflr cha-

rakteristisch sind?

Sekundére Endpunkte:

Wie ist der Schwangerschaftsverlauf nach Fruchtblasenprolaps?
Hat die Muttermundsweite Einfluss auf die Schwangerschaftsverlangerung?
Welche Rolle spielen Bakterien und Infektionen fiir das Auftreten einer Frihgeburt?

Welche Rolle spielt die miitterliche Anamnese fiir den Schwangerschaftsverlauf?
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2 Material und Methodik

2.1 Material

2.1.1 Gerate

Tabelle 3: Verwendete Gerate

Produkt

Firma

Abnehmbesteck Vaginaltupfer
Agarplatten

Einkanal-Pipette ,,Research®
Eisschrank (-32°) ,,Premium NoFrost*“
Eisschrank (-80°) ,,Forma 900 Series*

ELISA-Reader ,,Microplate Reader MRX I1*

ELISA-Auswertungsprogramm ,,Revelation®,

Version 4.22
Glasbehalter 500ml
Kihlkammer (7°)
Kiihlschrank ,,Cooler*

Mehrkanal-Pipette ,,Research*, 30-300ul

Mehrkanal-Pipettier-Reservoir

Mikrokiivetten ,,Safe Lock Tubes*
PHOENIX™-System

Pipettenspitzen ,,epT.L.P.S. Filter
Pipettierhilfe ,,Easypet™

Polypropylen-Roéhrchen ,,Blue Max Conical
Tube*

Reaktionsgefalstander ,,Tube Rack*
Schiittelgerat ,,Thermomixer comfort™
VITEK®-System

Vortexgerit ,,Genie 11

Zentrifuge ,,MiniSpin‘

Sarstedt AG & CO, Nuimbrecht, Deutschland
Oxoid GmbH, Wesel, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Liebherr, Kirchdorf, Deutschland

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

Dynex Technologies, Chantilly, USA
Dynex Technologies, Chantilly, USA

Biochrom KG, Berlin, Deutschland
Kajetan Hierhammer, Minchen, Deutschland
Siemens AG, Miinchen, Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, Deutsch-
land

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Falcon, Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA

Microtest Laboratories, Agawam, USA
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
bioMérieux

Bender & Hobein, Zirich, Schweiz

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
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2.1.2 Patientinnen

Die Vaginallavagen wurden bei der Kontrollgruppe im Rahmen der reguléren Schwanger-
schafts-Sprechstunde in der gynékologischen Praxis Dr. Christoph Bauer in Wolfratshausen
entnommen. Die Proben der Fallgruppen wurde bei solchen Patientinnen entnommen, welche
mit einem Fruchtblasen-Prolaps oder anderen Symptomen, die auf eine vorzeitige Geburt
hinweisen (vorzeitige Wehentatigkeit, vorzeitiger Blasensprung) in der Klinik fir Frauenheil-

kunde und Geburtshilfe der LMU Munchen vorstellig wurden.

Alle Patientinnen gaben ihr Einverstandnis, ein Votum der Ethikkommission der Medizini-

schen Fakultéat der Ludwigs-Maximilians-Universitat Miinchen liegt vor.

Anhand der Krankenakten wurden fir die Studie entscheidende Daten mittels Aufnahmebo-
gen, Untersuchungsbefunden und Arztbriefen erhoben. Diese wurden in einer SPSS Daten-

bank anonymisiert gelistet und gespeichert.

Insgesamt ergab sich ein Patientenkollektiv aus 75 Patientinnen, zwischen 20 und 44 Jahren,
mit einem durchschnittlichen Alter von 32,20 Jahren. Ausschlusskriterien waren das Vorlie-

gen von Fehlbildungen, Uterusanomalien und Medikamenteneinnahme.

2.1.2.1 Fallgruppe

Das Patientengut der Fallgruppe umfasst 43 Patientinnen. Das durchschnittliche Alter der
Fallgruppe betrug 32,16 Jahre (20 — 44 Jahre). Die Schwangerschaftswoche, in welcher es zur
Entnahme der Vaginallavagen kam war im Mittel die 23,9 (+4,7) SSW (Median 24,0). 6,9%
der Schwangeren waren dabei Erstgebédrende, 44% von ihnen wiesen einen Fruchtblasen-

prolaps auf.

2.1.2.2 Kontrollgruppe

Die Kontrollgruppe umfasst 32 Patientinnen mit einem durchschnittlichen Alter von 32,25
Jahren (20 — 44 Jahre). Die Entnahme erfolgte im Mittel in der 22,7 (+3,1) SSW (Median
22,0). Hierbei waren 46% der Patientinnen Erstgebédrende und 100% Einlingsschwangerschaf-

ten.
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2.1.3 Vaginallavage

Bei jeder Patientin wurde mit Hilfe einer Spritze 5-10ml Scheidensekret gewonnen. Dazu
wurde zunédchst mit Hilfe einer Spritze 0,9%ige Kochsalzlésung in das hintere Scheidenge-
wolbe gespritzt. Dann wurde es mit dem dortigen Sekret vermengt und anschlieBend mit der-
selben Spritze wieder aspiriert. Die in der Praxis sowie die in der Frauenklinik auf diese Art
gewonnenen Vaginallavagen wurden identisch weiterverarbeitet, in 2ml - EppendorfgeféalRe

pippetiert, beschriftet und anschlielend bei -80° Celsius tief gefroren.

2.1.4 Untersuchte Parameter

Folgende Parameter wurden erhoben, um diese dann spater auszuwerten:

Tabelle 4:  Untersuchte Parameter bei beiden Gruppen

Allgemeine Patientendaten Alter
Anzahl der Schwangerschaften
SSW bei Entnahme

Komplikationen vorheriger SS

Maternale Infektparameter CRP
Leukozyten
Bakterieller VVaginalabstrich

Zytokine in der Vaginallavage
Muttermundsbefunde Zervixléange
MM-Weite

Fruchtblaseprolaps

Geburtsparameter Geburtsmodus

SSW bei Geburt




Material und Methodik 18

2.2 Methodik

2.2.1 Enzyme-Linked-Immuno-Sorbent-Assay (Elisa)

Um die Zytokinkonzentrationen fur diese Studie zu ermitteln wurde mit der ELISA-Methode
bzw. dem Sandwich-ELISA gearbeitet. Der Ablauf dieser quantitativ analytischen Methode
ist in Teilschritten festgelegt und funktioniert nach dem folgenden Prinzip: die dem Assay
beiliegende Mikrotiterplatte ist mit einem bestimmten Antikérper beschichtet (Coating). Es
folgt die Hinzugabe eines Inkubationspuffers. AnschlieBend wird die antigenhaltige Probenlo-
sung auf die Platte gegeben, so dass wahrend der folgenden Inkubationszeit eine Antikorper-
Antigen-Bindung erfolgen kann (Applikation). Ein darauf folgender Waschvorgang beseitigt
ungebundene Antigene. Dem so entstandenen Antikdrper-Antigen-Komplex wird nun ein
weiterer, ein enzymmarkierter Sekundarantikdrper hinzugefugt (Detektion). Um Uberschissi-
ge Molekile zu entfernen wird die Platte erneut gewaschen. Es verbleibt ein Antikorper-
Antigen-Antikorper-Komplex. Nun wird ein chromogenes Substrat hinzugefiigt, wodurch es
zum Farbumschlag kommt (Enzymreaktion). Die Konzentration des Antigens wird mithilfe
eines Photometers bei 450 nm bestimmt (Entwicklung). Eine im Versuch erstellte Standard-

reihe mir bekannten Konzentrationen liefert Vergleichswerte.

2.2.1.1 Interleukin-23

Die Bestimmung dieses Zytokins musste zwei Mal erfolgen, da die erste Messung zu keinen
(messbaren) Ergebnissen fiihrte. Um einen Versuchsfehler auszuschlieRen wurde der Versuch
wiederholt, wobei beim zweiten Mal auf die Verdinnung der Proben mit dem Inkubationspuf-

fer verzichtet wurde.

2.2.1.1.1 Reagenzien

Das verwendete Elisa-Set stammt von der Firma R&D-Systems aus Minneapolis 55413/ USA
(Catalog #D2300B) und beinhaltet folgende, gebrauchsfertige fiir diesen Versuch notwenigen
Bestandteile:

mit Anti-1L-23-p19-beschichtete Reaktionsgefalie auf Mikrotiterplatten
Anti-IL-23-Konjugat (zur Detektion)
IL-23 Standard
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Assay-Diluent RD1-22, Inkubationspuffer

Calibrator-Diluent RD5-16, welcher als Puffer zur Verdiinnung des Standards dient
Gepuffertes Wachlosungskonzentrat (25x)

Color Reagent A (chromogenes Substrat aus Wasserstoffperoxid)

Color Reagent B (chromogenes Substrat aus Tetramethylbenzidin)

Stoppldsung

Abdeckstreifen

Ehe begonnen werden kann, missen die Proben sowohl der Kontroll- als auch der Fallgruppe
zungchst in eine herkémmliche Platte mit Mikrokuvetten (ohne Antigen) hinein pippetiert
werden. Die erste Spalte der Platte wird frei gelassen um das Ubertragen auf die beschichtete
Mikrotiterplatte spater zu erleichtern und Fehler zu vermeiden. Sie dient spater der Standard-
reihe. Dann wird jede Mikrokiivette mit jeweils 350ul der entsprechenden Kontroll- bzw.
Fallgruppenprobe gefiillt. Dies erfolgt bei allen Zytokinbestimmungen nach dem gleichen
Muster: die Spalten zwei bis sechs werden von der Fallgruppe belegt, die Spalten sieben bis

zehn von der Kontrollgruppe.

2.2.1.1.2 Reagenzienvorbereitung

Gepufferte Waschlosung

Als erstes wird die Pufferlosung hergestellt, die im Verlauf des Versuchs immer wieder zum
Einsatz kommt. Hierflr werden zu den 20ml des Pufferkonzentrats 480ml destilliertes Wasser
der Firma Aqua ad injectabila hinzugefiigt, so dass letztlich ein Waschpuffer von 500ml fir

die Bestimmung der Interleukine 23, 6, 10 und 12 zur Verfiigung steht.

Humanes IL-23-Standard

Im nédchsten Schritt wird der Standard hergestellt. Hierfiir werden mit Hilfe einer 1000er Pi-
pette 1300ul destilliertes Wasser in das GefaR des noch kristallographischen IL-23-Standards
gegeben und sogleich fir 20 Minuten leicht geschittelt. Dadurch entsteht eine Losung mit der
Konzentration von 10000pg/ml mit welcher anschliefend die Verdiinnungsreihe hergestellt
wird. Dies geschieht nach folgendem Schema: in das erste Eppendorfgefd3 werden 750ul des
Calibrator-Diluent RD5-16 pipettiert, in alle weiteren 500uL. Anschliessend wird in das erste
Gefdll 250uL der Standardlosung hinzugefiigt. Dann werden jeweils 500pL der vorangegan-
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genen Standardkonzentration mit den 500ul des Standardverdunnungspuffers mit Hilfe des
Vortex-Gerétes gemischt, so dass letztlich eine Verdunnungsreihe mit den folgenden, abstei-
genden Konzentrationen erreicht wird: 2500pg/ml, 1250pg/ml, 625pg/ml, 313pg/ml, 156
pg/ml, 78,1pg/ml, 39,0pg/ml.

Alle weiteren Bestandteile fir die Durchfiihrung liegen bereits gebrauchsfertig geliefert vor.

2.2.1.1.3 Durchfihrung

Zunachst wird mit Hilfe einer Acht-Kanal-Pipette in jede Vertiefung der Mikrotiterplatte
100ul des Inkubationspuffers gegeben. AnschlieRend wird die fur den quantitativen Nachweis
notwendige Standardverdinnungsreihe hergestellt, und zwar in aufsteigender Konzentration.
Das heift, die erste Vertiefung erlangt die Konzentration von Opg/ml indem dort zu den 100l
Inkubationspuffer lediglich 100ul des Standard-Verdinnungspuffers (Calibrator-Diluent) hin-

zugeflgt werden.

Danach werden jeweils 100uL der bereits vorgelegten Platte mit den enthaltenen Proben der
Kontroll- und Fallgruppe mit Hilfe einer Acht-Kanal-Pipette auf die Mikrotiterplatte tbertra-
gen, so dass sich nun in jeder Vertiefung 200ul befinden.

Die Platte wird mit einer Klebfolie abgedeckt und fiir zwei Stunden bei Raumtemperatur in-
kubiert. Hierzu wird die Platte auf ein Schittelgerat eingespannt und mit 500UpM fortwah-

rend horizontal bewegt.

Nach Ablauf der Inkubationszeit folgte ein vier-maliger Waschvorgang, der dazu dient, nicht
gebundenes, iiberschiissiges Antigen zu entfernen. Hierzu werden 400ul des Waschpuffers
mit Hilfe einer Acht-Kanal-Pipette in jede Vertiefung der Mikrotiterplatte gegeben, diese an-
schlieRend wieder abpipettiert und die Platte auf saugfdhigem FlieRpapier sanft ausgeklopft,

so dass keine Ruckstande des Waschpuffers zurtickbleiben.

AnschlieBend werden in jede Vertiefung der Platte 200ul des Konjugats hinzugegeben. Dieses
besteht aus einem IL-23-Antikdrper, welcher an ein Reporterenzym gebunden ist und fir die
spatere Farbreaktion verantwortlich ist. Die Platte wird dann erneut mit einer Folie abgeklebt
und flr eine Inkubationszeit von zwei Stunden bei Raumtemperatur auf das Schittelgerat ge-

spannt.

Im néchsten Schritt wird nun der viermalige Waschvorgang wie zuvor beschrieben wieder-

holt. Dann werden in jede Vertiefung 200ul Substratlosung pipettiert. Diese besteht aus Tet-
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ramethylbenzidin und dem kurz zuvor hinzugefugten Wasserstoffperoxid. Die Losung flhrt
rasch zu dem erwarteten Farbumschlag in Richtung blau. Nun wird die Platte fur 30min bei
Raumtemperatur in Dunkelheit gestellt um den lichtempfindlichen Farbstoff zu schiitzen und
keine verfilschten Farbumschldge zu provozieren. Nach Ablauf dieser Zeit werden je 50ul
Stopplosung hinzugefugt, welche dazu dient die Farbreaktion zu beenden. AnschlieRend wird
die Platte moglichst schnell (binnen einer Stunde) in das Spektralphotometer eingelegt. Dieses

misst bei einer Wellenldnge von 450nm die optische Extinktion.

2.2.1.2 Interleukin-6 und Interleukin-12

2.2.1.2.1 Reagenzien

Die beiden Elisa-Sets stammen von der Firma R&D-Systems aus Minneapolis 55413/ USA
(Catalog #D6050 und #D1200) und beinhaltet folgende, gebrauchsfertige fur diesen Versuch

notwenigen Bestandteile:

Humanes Interleukin-6 (h-1L-6) bzw. h-1L-12 Standard

mit Anti-h-IL-6 bzw. Anti-h-1L-12 beschichtete ReaktionsgefaRe auf einer Mikrotiter-
platte

Anti-h-1L-6 bzw. Anti-h-I1L-12-Konjugat

Calibrator-Diluent RD5D (5x), Standardverdiinnungslésung

Gepuffertes Waschlosungskonzentrat (25x)

Color Reagent A (chromogenes Substrat aus Wasserstoffperoxid)

Color Reagent B (chromogenes Substrat aus Tetramethylbenzidin)

Stoppldsung

Abdeckstreifen

2.2.1.2.2 Reagenzienvorbereitung

Humanes IL-6 Standard

Zunéchst wird der IL-6 Standard mit 5ml der Standardverdiinnungslosung versehen und 15
Minuten bei Raumtemperatur leicht geschittelt. Auf diese Weise zersetzt sich der anfangs
kristallographische Standard in der Losung. Hierdurch entsteht schliel3lich eine Standardlo-

sung mit einer Konzentration von 300pg/ml, welche der Herstellung der Standardreihe dient.
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Fur diese werden zundchst zu 667ul der Pufferlosung 333ul der Standardlésung gegeben, so
dass eine Konzentration von 100pg/ml erreicht wird. In den folgenden Schritten werden dann
500uL der Pufferlésung mit jeweils 500ul der vorhergehenden Standardkonzentration ver-
mischt. Auf diese Weise entsteht eine Standardreihe mit folgenden, absteigenden Konzentra-

tionen. 100pg/ml, 50pg/ml, 25pg/ml, 12,5pg/ml, 6,25pg/ml, 3,12pg/ml.

Standardverdinnungspuffer (Calibrator Diluent RD5C)

20ml des Puffers (5x) werden mit 80ml destilliertem Wasser verdiinnt, so dass schliellich
100ml des Verdinnungspuffers Calibrator Diluent RD5C (1x) entstehen.

Humanes IL-12 Standard

Um den IL-12-Standard herzustellen, werden 5ml des zuvor hergestellten Verdinnungspuf-
fers zu dem Standard hinzugefiigt und fir 15 Minuten leicht geschittelt. Dadurch entsteht

eine Standardlésung mit einer Konzentration von 500pg/ml.

Zur Herstellung der Standardverdiinnungsreihe werden 500ul des Verdinnungspuffers mit
500ul der Standardldsung versehen, wodurch sich eine Konzentration von 250pg/ml ergibt.
Um nun die Konzentrationen zu diminuieren, werden jeweils 500ul der vorherigen Standard-
verdiinnungslosung mit 500ul des Puffers vermischt, so dass letztlich folgende Standardreihe
entsteht: 250pg/ml, 125pg/ml, 62,5pg/ml, 31,2pg/ml, 15,6pg/ml, 7,8pg/ml.

Alle weiteren bendtigten Reagenzien werden gebrauchsfertig geliefert oder sind bereits in

vorherigen Schritten hergestellt worden (Waschpuffer).

2.2.1.2.3 Durchfihrung

Nachdem alle Reagenzien vorbereitet wurden, wird die vorgelegte Platte mit einer Acht-
Kanal-Pipette auf die mit monoklonalen Anti-h-IL-6- bzw. Anti-h-IL-12 beschichteten
Mikrokuvetten Ubertragen. Dabei werden diese mit jeweils 150ul (IL-6) bzw. 200ul (1L-12)
der Kontroll- und der Fallgruppe beflllt. Entgegen der Anweisungen wird an dieser Stelle
bewusst auf die Verwendung des Inkubationspuffers verzichtet, um somit eine zusatzliche
Verdinnung zu vermeiden. In der ersten Spalte der Mikrotiterplatte wird die Standardreihe
erstellt, welche in aufsteigender Konzentration angeordnet wird. Die Anfangskonzentration
von Opg/ml wird erreicht, indem dort lediglich Standardverdiunnungspuffer ohne h-I1L-6- bzw.

h-1L-12-Standard hinein pipettiert wird. Nun wird die Platte abgeklebt und fiir zwei Stunden
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bei Raumtemperatur ruhen gelassen. Die Inkubationszeit dient dazu, dass die Antikdrper an
das IL-6-Antigen binden kdnnen. AnschlieBend erfolgt ein viermaliger (IL-6) bzw. dreimali-
ger (IL-12) Waschvorgang, welcher die nicht-gebundenen Antikorper entfernen soll. Hierzu
werden in jede Vertiefung 400ul des Waschpuffers gegeben und die Platte anschlieend auf

FlieBpapier ausgeklopft, so dass sich in den Mikrokuvetten keine Rickstande mehr befinden.

Im folgenden Schritt werden in jede Vertiefung 200ul des polyklonalen Anti-h-1L-6- bzw.
Anti-h-1L-12-Konjugats gegeben. Dieses enthélt die horseradish-Peroxidase (HRP), welche
als Marker-Enzym dient und das bereits gebundenen IL-6 bzw. IL-12 nachweist (,,detection
antibody*). Fiir eine Inkubationszeit von zwei Stunden wird die Platte mit einer Klebefolie
abgedeckt und bei Raumtemperatur ruhig stehen gelassen. Anschlieend erfolgt ein erneuter

vier- bzw. dreimaliger (IL-12) Waschvorgang, wie zuvor beschrieben.

Im letzten Schritt werden jeweils 200ul der Substratlésung (bestehend aus Tetramethybenzi-
dinin und dem kurz zuvor hinzugeftigten Wasserstoffperoxid) in jede Vertiefung pipettiert,
wodurch sich bereits eine mehr oder minder stark ausgepragte Blaufarbung zeigt. Um diese
Farbentwicklung weiter zu fordern, wird die Platte abgedeckt und bei Dunkelheit 20 Minuten

bei Raumtemperatur stehen gelassen.

Zum Beenden der Farbreaktion werden anschlieBend 50ul Stoppldsung hinzugegeben,
wodurch sich die Farbe von blau zu gelb andert. Binnen der nachsten Stunde nach Zugabe der
Stopplésung wird die optische Dichte des Standards, der Fall- und der Kontrollgruppe gegen
das TMB und die Stoppldsung bei 450 nm mit Hilfe eines Spektralphotometers bestimmt.

2.2.1.3 Interleukin-10

2.2.1.3.1 Reagenzien

Auch dieses Elisa-Set stammt von der Firma R&D-Systems aus Minneapolis 55413/ USA
(Catalog #D1000B) und beinhaltet folgende, gebrauchsfertige fur diesen Versuch notwendi-

gen Bestandteile:

Humanes Interleukin-10 (h-1L-10) Standard

mit h-1L-10 Antikorper beschichtete Reaktionsgefalie auf einer Mikrotiterplatte
Anti-I1L-10-Konjugat (zur Detektion)

Calibrator-Diluent RD5C (5x), welcher als Puffer zur Verdiinnung des Standards dient
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Gepuffertes Waschlosungskonzentrat (25x)

Color Reagent A (chromogenes Substrat aus Wasserstoffperoxid)
Color Reagent B (chromogenes Substrat aus Tetramethylbenzidin)
Stoppldsung

Abdeckstreifen

2.2.1.3.2 Reagenzienvorbereitung

Standardverdinnungspuffer (Calibrator Diluent RD5C)

20ml des Puffers (5x) werden mit 80ml destilliertem Wasser verdunnt, so dass schliellich
100ml Calibrator Diluent RD5C (1x) entstehen.

Humanes IL-10 Standard

Zuerst wird der Standard hergestellt. Hierfiir werden 1000l destilliertes Wasser in das Gefal3
des noch kristallographischen IL-10-Standards gegeben und dieses sogleich fir 10 Minuten
leicht geschiittelt, um eine vollkommene Aufldsung zu erreichen. Es entsteht dann eine L0-
sung mit der Konzentration von 5000pg/ml mit welcher anschlieRend die Verdunnungsreihe
hergestellt wird. Hierfiir werden zundchst 900ul des Calibrator Diuent RD5C (1x) in das erste,
und jeweils 500ul in alle weiteren Eppendorfgefasse pipettiert. Anschlieend werden in das
erste Gefall 100ul der Standardlésung hinzugefiigt. Dann werden jeweils 500ul der vorange-
gangenen Standardkonzentration mit den 500ul des Standardverdinnungspuffers mit Hilfe
des Vortex-Gerates gemischt, so dass letztlich eine Verdinnungsreihe mit den folgenden, ab-
steigenden Konzentrationen erreicht wird: 500pg/ml, 250pg/ml, 125pg/ml, 62,5pg/ml,
31,2pg/ml, 15,6pg/ml, 7,8pg/ml.

Der Waschpuffer wird aus der zuvor erfolgten Bestimmung von IL-23 verwendet. Alle weite-

ren Reagenzien liegen gebrauchsfertig vor.

2.2.1.3.3 Durchfiihrung

Anhand einer Mikrokuivette werden in jede Vertiefung der Mikrotiterplatte 200ul der Proben
(Kontroll/ Fall) gegeben. Dabei wird nach einem festen Muster vorgegangen, das fur alle fol-
genden Analysen beibehalten wird. AnschlieRend wird die Standardverdinnungreihe in auf-

steigender Konzentration Ubertragen, beginnend mit einer Konzentration von Opg/ml (aus-
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schliellich Standardverdiinnungslosung) und endend mit der Maximalkonzentration von
500pg/ml. Da es sich nicht um Serum oder Plasma, sondern um eine Zellkultur handelt, wird
bewusst kein Inkubationspuffer hinzugefiigt. Die so befiillte und dann mit einer Deckfolie

abgeklebte Platte wird dann flr zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert.

Nach Ablauf der Inkubationszeit folgte ein vier-maliger Waschvorgang, der dazu dient, nicht
gebundenes, Uberschiussiges Antigen zu entfernen. Hierzu werden 400ul des Waschpuffers
mit Hilfe einer Acht-Kanal-Pipette in jede Vertiefung der Mikrotiterplatte gegeben, diese an-
schlielend wieder abpipettiert und die Platte auf saugfahigem Flie3papier sanft ausgeklopft,

so dass keine Ruckstande des Waschpuffers zurtickbleiben.

AnschlieBend werden in jede Vertiefung der Platte 200ul des Konjugats hinzugegeben, wel-
ches aus einem monoklonalen IL-10-Antikorper besteht. Die Platte wird dann erneut mit einer
Folie abgeklebt und flr eine Inkubationszeit von einer Stunde bei Raumtemperatur ruhen ge-

lassen.

Im néchsten Schritt wird der viermalige Waschvorgang wie zuvor beschrieben wiederholt.
Dann werden in jede Vertiefung 200ul Substratlésung pipettiert. Diese besteht auch hier aus
Tetramethylbenzidin (TMB) und dem kurz zuvor hinzugefligten Wasserstoffperoxid. Die L0-
sung flhrt rasch zu dem erwarteten Farbumschlag in Richtung blau. Dieser ist am anschau-
lichsten in der Standardreihe zu beobachten; in den anderen Vertiefungen hat der Farbum-
schlag dagegen meist nur eine sehr schwache Auspragung. Nun wird die Platte fur 20min bei
Raumtemperatur in Dunkelheit gestellt um den lichtempfindlichen Farbstoff zu schiitzen und
keine verfdlschten Farbumschldge zu provozieren. Nach Ablauf dieser Zeit werden je 50pul
Stopplosung hinzugefugt, welche dazu dient die Farbreaktion zu beenden und den Farbum-
schlag nach Gelb herbeizufiihren. AnschlieBend wird die Platte mdglichst schnell (binnen
einer Stunde) in das Spektralphotometer eingelegt. Dieses misst bei einer Wellenlange von

450nm die optische Extinktion.

2.2.1.4 Interleukin-17A

2.2.1.4.1 Reagenzien

Das Elisa-Set stammt von der Firma Bender MedSystems® aus 1030 Wien/ Osterreich (Ca-
talog #BMS 2017) und beinhaltet folgende, fiir diesen Versuch notwenigen Bestandteile:
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mit Anti-h-IL-17A beschichtete Reaktionsgefalie auf einer Mikrotiterplatte
Anti-h-I1L-17A-Biotin Konjugat

Streptavidin-Peroxidase (HRP)

h-1L-17A-Standard

Verdlnnungslésung

Assaypuffer-Konzentrat (20x)

Tetramethybenzidin-Substratlésung (TMB)

Waschpufferkonzentrat (20x)

Stoppldsung

Abdeckstreifen

2.2.1.4.2 Reagenzienvorbereitung

Gepufferte Waschldsung

50ml des gelieferten Waschpufferkonzentrats (20x) werden mit 950ml destilliertem Wasser

zu 1000ml Pufferlosung (1x) verdinnt und in einer Glasflasche aufbewahrt.

Assaypufferlosung

Fur die Herstellung des Puffers werden 5ml des Pufferkonzentrats (20x) mit 95ml destillier-

tem Wasser zu 100ml Assaypufferldsung (1x) verdiinnt.

Anti-h-1L-17A-Biotin-Konjugat

Um aus dem vorliegenden konzentrierten Biotin-Konjugat eine 1:100 Verdinnung zu errei-
chen, wird das Konzentrat, je nach Anzahl der benétigten Steifen auf der Platte, mit der Puf-
ferlésung verdinnt. Da 11 Streifen bendtigt werden, werden 60ul des Konzentrats mit 6 ml

Puffer ergénzt.

Streptavidin-HRP-Verdiinnungslésung

Die Herstellung der Verdinnungsldsung ist abhéngig von der Anzahl der verwendeten Strei-
fen. Im vorliegenden Fall handelt es sich um 11 Streifen mit jeweils acht Vertiefungen. Somit
werden 60ul konzentrierte Streptavidin-Peroxidase mit 12ml des Streptavidin-HRP-

Verdunnungslésung vermengt.
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Humanes-IL-17a-Standard

Hierfur wird der Standard in einer Standardverdinnungslésung zu 200pg/ml aufgelést. Um
Ruckstande zu vermeiden wird die Losung fir 20 Minuten leicht geschuttelt. Anschlie3end
wird die Verdlnnungsreihe hergestellt: hierfur werden jeweils 225ul Verdiinnungslosung in
sieben Eppendorf-Hitchen gegeben. In den ersten werden dann 225ul des rekonstituierten
Standards gegeben und auf einem Vortex-Gerat vermischt. Um die restlichen Konzentrationen
in absteigender Reihenfolge zu erreichen, werden jeweils 225ul aus dem vorherigen Hiitchen
in das néchste gegeben und vermischt. Das letzte enthélt lediglich die Verdiunnungslésung,
wodurch ein folgendes Konzentrationsgefélle entsteht: 100pg/ml, 50 pg/ml, 25pg/mi,
12,5pg/ml, 6,3pg/ml, 3,1pg/ml, 1,6pg/ml, Opg/ml

Alle weiteren Reagenzien liegen gebrauchsfertig geliefert vor.

2.2.1.4.3 Durchfihrung

Ehe begonnen werden kann, missen die Mikrokivetten einen zweimaligen Waschvorgang
durchlaufen. Hierfur werden 400ul Waschpuffer in jede Vertiefung gegeben, nach einer Ein-
wirkzeit von circa 15 Sekunden abgesaugt und die Platte ausgeklopft, um Ruckstdnde des
Puffers zu vermeiden. AnschlieBend wird die Standardverdinnungsreihe in den ersten Strei-
fen pipettiert und in alle tbrigen Mikrokivetten jeweils 50ul der Verdiinnungslosung. Danach
werden die restlichen Vertiefungen der Platte mit jeweils 100ul der Kontroll- und Fallproben
beflllt. Um einen Nachweis zu ermdglichen werden sodann 50ul des Anti-h-1L-17A-
Biotinkonjugats hinzugefiigt. Um Verunreinigungen zu vermeiden, wird die Platte abgeklebt

und fur zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert.

Nach Ablauf dieser Zeit erfolgt ein viermaliger Waschvorgang, indem jeweils 400ul Wasch-
puffer zundchst hineinpipettiert und dann wieder abgesaugt bzw. herausgeklopft werden, bis
keine Ruckstande mehr vorhanden sind. Im folgenden Schritt werden in jede Vertiefung
100ul der Streptavidin-HRP-Verdinnungslosung gegeben. Die darin enthaltene Peroxidase
dient als Markerenzym und ist urséchlich fiir die Farbreaktion. Die Platte wird erneut abge-
klebt und bei Raumtemperatur fur eine Stunde auf ein Schittelgerat gespannt und bei 100 rpm
fortwahrend bewegt.

Nach Ablauf der Inkubationszeit erfolgen erneut vier Waschvorgénge nach zuvor beschriebe-
nem Schema. Danach werden jeweils 100ul der TMB-Substratlésung in die Vertiefungen

pipettiert. Dieses Chromogen wird von der zuvor hinzugefuigten Peroxidase aktiviert, so dass
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sich nun eine blaue Féarbung bildet. Da TMB lichtempfindlich ist, wird es bei Raumtempera-
tur und in Dunkelheit fir 10 Minuten inkubiert. Um eine Uberschielende und damit unlesbare
Farbreaktion zu vermeiden wird nach Ablauf der zehn Minuten eine Stoppldsung hinzugeflgt,

welche die Peroxidase inaktiviert und somit die Farbreaktion unterbricht.

Innerhalb der darauf folgenden Stunde wird die optische Dichte von einem Spektralphotome-

ter bei einer Wellenldnge von 450 nm gemessen.

2.2.1.5 TNF-a und MIP-1p

2.2.1.5.1 Reagenzien

Das verwendete Elisa-Set stammt von der Firma R&D-Systems aus Minneapolis 55413/ USA
(Catalog #DTAO0C/ TNFo und #DMB00/ MIP-1p) und beinhaltet folgende, gebrauchsfertige

Bestandteile:

mit Anti-TNF-a bzw. MIP-1p beschichtete Reaktionsgefale auf Mikrotiterplatten
Anti-TNF-a- bzw. Anti-MIP-1B-Konjugat

TNF-a- bzw. MIP-1B-Standard

Calibrator-Diluent RD6-35 bzw. Calibrator-Diluent RD5K

Gepuffertes Wachlosungskonzentrat (25x)

Color Reagent A (chromogenes Substrat aus Wasserstoffperoxid)

Color Reagent B (chromogenes Substrat aus Tetramethylbenzidin)

Stoppldsung

Abdeckstreifen

2.2.1.5.2 Reagenzienvorbereitung

Waschpuffer

20ml des Pufferkonzentrats werden in 480 ml destilliertem Wasser aufgel6st, so dass sich
500ml Waschpufferlésung ergeben, die fir beide ELISA-Sets verwendet wird.
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Verdinnungslosung (Calibrator Diluent RD6-35, 1x)

10ml des Verdunnungskonzentrats werden mit 40ml destilliertem Wasser zu 50ml Verdin-

nungslésung aufgefullt.

TNF-o-Standard

Der kristallographische Standard wird in einer Standardverdiinnungslésung zu 10000pg/mi
aufgeldst und hierfir 15 Minuten leicht geschittelt. Um die Verdinnungsreihe zu erstellen,
werden in das erste Eppendorfgefdl 1000ul und in alle weiteren 500ul der Verdiinnungslo-
sung pipettiert. AnschlieBend werden 100ul des Standards in das erste Gefdll gegeben und
dieses auf dem Vortexgerat vermischt. Dann werden jeweils 500ul von einem Gefall zum an-
deren Ubertragen, so dass sich die Konzentration stets halbiert. Letztlich entsteht folgende
Standardverdinnungsreihe:  1000pg/ml, 500pg/ml, 250pg/ml, 125pg/ml, 62,5pg/ml,
31,2pg/ml, 15, 6pg/ml.

MIP-1p-Standard

Hier wird der Standard mit 5 ml der Verdinnungslosung zu 2000pg/ml aufgeldst. Nach 15
Minuten werden 500ul der entstandenen Standardlésung 500ul der Verdiinnungslésung hin-
zugefugt, wodurch die hochste Standardkonzentration von 1000pg/ml erreicht wird. An-
schlieend werden jeweils 500ul in das nédchste Eppendorfgefdl3 tibertragen und mit jeweils
500ul der Verdiinnungslosung vermischt. So entsteht folgende Standardverdiinnungsreihe:
1000pg/ml, 500pg/ml, 250pg/ml, 125pg/ml, 62,5pg/ml, 31,2pg/ml, 15,6pg/ml.

Alle anderen Reagenzien liegen gebrauchsfertig geliefert vor.

2.2.1.5.3 Durchfiihrung

Zu Beginn werden in jede Vertiefung jeweils 250ul (TNF-a) bzw. 150ul (MIP-1B) der Fall-
und der Kontrollgruppe hinzugeftigt. In der ersten Spalte wird in aufsteigender Konzentration
die Standardreihe angelegt, wobei die Konzentration von Opg/ml erreicht wird, indem aus-
schliellich Verdunnungslésung (ohne Standard darin) verwendet wird. Auf die Verwendung
des Inkubationspuffers wird bewusst verzichtet um eine zu starke Verdiinnung zu vermeiden.
AnschlieBend wird die Platte abgedeckt und zwei (TNF-a)) bzw. eineinhalb (MIP-1) Stunden
bei Raumtemperatur inkubiert. In dieser Zeit binden die monoklonalen Antikdorper, mit wel-
chen die Vertiefungen der Mikrotiterplatte beschichtet sind, an die TNF-a- bzw. MIP-18-
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Molekiile. Nach Ablauf der Inkubationszeit erfolgen vier (TNF-a) bzw. drei (MIP-1p)
Waschvorgange. Dabei werden in jede Vertiefung der Mikrotiterplatte 400ul der Waschpuf-
ferlosung gefillt und diese nach etwa einer halben Minute wieder entleert und ausgeklopft.
Auf diese Weise wird der nicht gebundene Antikdrper herausgespult und Ruckstande der

Waschlésung werden entfernt.

Im folgenden Schritt werden in jede Vertiefung 200ul Anti-TNF-a- bzw. Anti-MIP-1§-
Konjugat pipettiert. Dieser polyklonale Antikorper ist an ein Enzym gebunden, welches spater
flr die Farbreaktion verantwortlich ist. Die Starke der Farbreaktion entspricht der Menge des
gebundenen Molekils. Zum Schutz wird die Platte wieder mit einer Folie abgeklebt und bei

Raumtemperatur eine (TNF-a)) bzw. eineinhalb (MIP-1p) Stunden inkubiert.

Nach Ablauf dieser Zeit erfolgt ein erneuter vier- bzw. dreimaliger Waschvorgang. Dann
werden jeweils 200ul der Substratlosung hinzugefiigt. Diese besteht aus dem kurz zuvor ver-
mischten TMB und dem Wasserstoffperoxid. Da diese Losung lichtempfindlich ist, wird sie
nun bei Dunkelheit 20 Minuten inkubiert. Um die Farbreaktion dann zu beenden werden 50ul
Stopplosung hinzugefligt, wodurch ein Farbumschlag von blau zu gelb erfolgt. Innerhalb ei-
ner halben Stunde nach Hinzufiigen der Stopplésung wird die optische Dichte des Standards,
der Fall- und der Kontrollgruppe bei einer Wellenldnge von 450 nm im Spektralphotometer

gegen die Stoppldsung gemessen.
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2.3 Bakteriologischer Abstrich

Zur Feststellung des bakteriologischen Vaginalstatus (B-Streptokokken, Staphylokokken,
Enterokokken, E.coli, Klebsiellen, Candida albicans, Chlamydien) werden mit einem sterilen
Baumwoll-Wattestdbchen Abstriche aus dem oberen Scheidendrittel sowie der seitlichen
Scheidenwande entnommen. Hiermit sollen aerobe und anaerobe Bakterien nachgewiesen
werden. Der Nachweis von Chlamydien erfolgt mittels Zervixabstrich. Fir alle Abstriche wird
ein standardisiertes Entnahmeset mit einem entsprechenden Abstrichbesteck von der Firma
Sarstedt verwendet und anschlielend an das Labor Amedes MVZ fir Laboratoriumsmedizin
und Mikrobilogie GmbH (Praxis Dr. Bauer) bzw. an das Max-von-Pettenkofer-Institut, Min-

chen (Frauenklinik Maistrasse) gesendet.

Der Materialtupfer wird im jeweiligen Labor aus dem entsprechenden Transportmedium
(Amiesmedium oder E-Swab) entnommen und unter Drehen nach dem Drei-Osen-Ausstrich
auf Blutagar, Kochblutagar, McConkey-Agar und CNA-Agar aufgetragen um eine Kultur
anzulegen. Zuséatzlich wird ein Grampraparat angefertigt. Fur Pilze wird zuséatzlich ein
Sabouraud-Agar angelegt. Der Test auf Chlamydien wird mittels PCR-Verfahren bearbeitet.
Die Kulturen werden anschlieRend unter aeroben bzw. anaeroben Bedingungen bei 36°C +/-
1°C fir zwei Tage kultiviert. Eine erste Ablesung erfolgt nach 24h, dabei werden die gewach-
senen Bakterien auf ihre Morphologie hin untersucht, mittels VITEK®-System (Amedes)
bzw. MALDI-TOF-Verfahren (Pettenkofer-Institut) identifiziert und tber das PHOENIX-

System oder ggf. Agardiffusionsverfahren resistiert.

2.4 Auswertung der Messergebnisse

Die hergestellten Standardverdiinnungsreihen und die entsprechenden Konzentrationen der
Verdunnungsstufen werden in der Auswertungssoftware ,,Revelation* als Referenzwerte ma-
nuell eingegeben. Anhand der optischen Extinktion der Verdiinnungsstufen und der optischen
Dichte berechnet das Programm dann die Zytokinkonzentration in pg/ml und erstellt aus den
gewonnenen Werten eine Kalibrierungskurve. Uber die Messung des optischen Wertes (,,OD-
Wert®) bei jeweils 450nm im Verhéltnis zur Standardkurve ergab sich die genaue Zytokin-

konzentration in pg/ml.
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Beispiel fiir eine Standardkurve, erstellt von der Software ,,Revelation® fiir das untersuchte
Zytokin IL-23:

OD Versus Concentration
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1.000 /
0.500 _|
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10.000 31.623 100.000 316.228 1000.000 3162.278

Abbildung 5: Beispiel fir eine Standardkurve (hier von 1L-23). Ordinate: optische Dichte, Abszisse:
Konzentrationen der Standardldsung

2.5 Statistische Auswertung

Die statistischen Auswertungen der Zytokinkonzentration zwischen Patienten- und Kontroll-
gruppe wurden mit Hilfe von SPSS fir Windows, Version 22.0 (SPSS Inc., U.S.A.) durchge-
fuhrt. Um die Normalverteilung zu Uberprifen wurden die metrischen Variablen mittels des
Kolmogorow-Smirnow-Tests getestet. Waren bei den Vergleichen der Stichproben nicht nor-
malverteilte Stichproben, so wurden fir diese nichtparametrische Verfahren (Mann-Whitney-
U-Test) herangezogen. Bei mehr als zwei unabhdngigen, nicht normalverteilten Stichproben
wurde der H-Test nach Kruskal und Wallis zur Berechnung des p-Wertes eingesetzt. Bei
normalverteilten Stichproben (Alter der Patienten) wurde der t-Test verwendet. Die kategori-
sierten Daten dagegen wurden mit Hilfe des Chi-Quadrat-Tests, bzw. des exakten Tests nach
Fisher ausgewertet. Fur alle statistischen Tests gilt ein p-Wert < 0,05 als statistisch signifi-
kant.

Zur Veranschaulichung der Mediane und Quartilsabstdnde bei nicht normalverteilten Stich-

proben wurden Boxplots verwendet.
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3 Ergebnisse

3.1 Graviditat und Paritat

Zu den erhobenen Parametern z&hlte unter anderem auch die Anzahl der Schwangerschaften.
Dabei zeigte sich ein signifikanter Unterschied zwischen der Patientinnen- und der Kontroll-
gruppe (p <0,001): die Patientengruppe hatten anamnestisch im Durchschnitt mehr Schwan-

gerschaften als die Kontrollgruppe.

Tabelle 5:  Graviditét bei der Patientengruppe vs. der Kontrollgruppe

Patientengruppe Kontrollgruppe
(n=43) (n=32)
Mittelwert 3,0 2,1
Standardabweichung 1,9 1,6
Median 3,0 2,0
Minimum 1 1
Maximum 13 9

Auch hinsichtlich der Paritat zeigt sich ein signifikanter Unterschied von p = 0,009: die Pati-

entengruppe hat durchschnittlich 0,6 Kinder mehr geboren, als die Kontrollgruppe.

Tabelle 6: Paritat bei der Patientengruppe vs. der Kontrollgruppe

Patientengruppe Kontrollgruppe
(n=43) (n=32)
Mittelwert 1,3 0,7
Standardabweichung 1,3 0,7
Median 1,0 1,0
Minimum 0 0

Maximum 8 2
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3.2 Entbindungszeitpunkt
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Abbildung 6: Boxplot zum Vergleich der Entbindungszeitpunkte von Fall- und Kontrollgruppe

Die Abbildung spiegelt den Geburtszeitpunkt der beiden Gruppen wieder. Bei der Patienten-
gruppe fand sie im Mittel in der 33,8 (+4,7) SSW (Median 35,0) statt, wahrend bei der Kon-
trollgruppe signifikant spétere Geburten erfolgten, namlich in der 39,7 (+1,3) SSW (Median
40,0). Bezuglich dieses zeitlichen Unterschied von im Median 5 Wochen, liel} sich eine fir
diese Studie notwendige und charakteristische Signifikanz berechnen (Mann-Whitney-U-Test
p < 0,001).
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3.3 Entbindungsmodus

Stellt man die Fall- und Kontrollgruppe hinsichtlich der Entbindungsart gegentber, so zeigt
sich, dass die Kontrollgruppe Uberwiegend spontan entbunden hat, wohingegen bei der Pati-
entinnengruppe meist primare Sectiones durchgefiihrt wurden. Die Gegenlberstellung ergibt

eine statistische Signifikanz von p = 0,005.
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Abbildung 7: Entbindungsmodus von Fall- und Kontrollgruppe
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3.4  Schwangerschaftsanamnese

Zu den untersuchten Parametern zahlten auch Komplikationen (Frihgeburten, Aborte) in
friheren Schwangerschaften. Dabei zeigte sich, dass diese in der Patientengruppe signifikant,
namlich 30% haufiger auftraten, als in der gesunden Vergleichsgruppe (p-Wert = 0,010).

80 p =0,010
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Abbildung 8: Boxplot zum Vergleich der Komplikationen in vorherigen Schwangerschaften bei der
Kontroll- und bei der Fallgruppe
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3.5 Entzindungsparameter

Hinsichtlich der Entziindungsparameter wurden bei beiden Gruppen sowohl die Leukozyten
als auch der CRP-Wert untersucht. Die Blutentnahme erfolgte dabei zeitgleich zur Entnahme
der Vaginallavagen. Es zeigte sich, dass bei den symptomatischen Patientinnen 65% erhéhte
Leukozytenwerte (p-Wert <0,001) und 30,2% ein erh6htes CRP (p-Wert <0,001) aufwiesen.
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Abbildung 9: Boxplot zum Vergleich der Leukozytenwerte in der Fall- und Kontrollgruppe
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Abbildung 10: Boxplot zum Vergleich der CRP-Werte in der Fall- und Kontrollgruppe
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3.6 Zytokinkonzentrationen

Im Mittelpunkt dieser Arbeit steht der Zusammenhang zwischen einer drohenden Frihgeburt
und der Expression von Zytokinen im Vaginalsekret der Frauen. Es wurde untersucht, ob bei
Patientinnen mit Beschwerden, die auf vorzeitige Geburtsbestrebungen hinweisen, die Zyto-
kine IL-23, IL-12, IL-10, IL-6, IL-17a, TNF-a und MIP-1B vermehrt produziert werden. Ein
Sonderposition beziehen hierbei das [IL-10, welches ein protektives oder anti-
inflammatorisches Zytokin ist, sowie IL-12, welches durch Mikroorganismen wie z.B. Candi-
da albicans gehemmt werden kann (52). Die anderen Zytokine spielen bei allergischen und
entziindlichen Prozessen eine wesentliche Rolle und werden mit Hilfe von T-Helferzellen als

Reaktion auf eine Infektion in der Scheide lokal gebildet.

Die statistische Auswertung der Messergebnisse wurde wie bereits geschildert durchgefihrt.
Eine signifikante Konzentrationserhéhung ergab sich in der Patientengruppe im Falle von IL-
6, IL-23 und TNF-a. Auch bei IL-10 und 1L-12 ergab sich ein signifikanter Unterschied, wo-
bei hier die Kontrollgruppe signifikant hohere Konzentrationen aufwies. Bei dem Wert von
IL-17a ist ein grenzwertig signifikanter Unterschied bzw. ein ,,Trend* erkennbar, welcher sich

maoglicherweise in einer groReren Studiengruppe bestétigen lieRe (Tabelle 7).

Tabelle 7:  Vergleich der Zytokine IL-23, IL-6, IL-10, IL-12, IL-17a, TNF-o. und MIP-1f im Vagi-
nalsekret zwischen Patientinnen mit FG-Bestrebungen und der Kontrollgruppe mittels

ELISA.
Patientengruppe Kontrollgruppe p-Wert
(n=43) (n=32)
Median pg/ml Median pg/ml

Interleukin-23 12,6 10,0 <0,001
Interleukin-6 36,3 8,7 0,001
Interleukin-10 2,3 48 0,002
Interleukin-12 1,0 2,3 0,007
Interleukin-17a 0,1 0,1 0,080
TNF-a 34,0 36,6 0,463

MIP-1p 0,7 0,5 < 0,001
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Abbildung 11: Boxplot zum Vergleicht der IL-6-Konzentration in
der Fall- und in der Kontrollgruppe
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Abbildung 12: Boxplot zum Vergleich der IL-10-Konzentration
in der Fall- und in der Kontrollgruppe
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Abbildung 13: Boxplot zum Vergleich der IL-12-Konzentration in
der Fall- und in der Kontrollgruppe
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Abbildung 14: Boxplot zum Vergleich der IL-17a-Konzentraion in
der Fall- und in der Kontrollgruppe
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Abbildung 15: Boxplot zum Vergleich der IL-23-Konzentraion in der Fall-
und in der Kontrollgruppe

80 p=0,463
= 60
3
§ 40~
w
E

20

0 1 1
Patient Kontrolle
Gruppe

Abbildung 16: Boxplot zum Vergleich der TNF-a-Konzentration in
der Fall- und in der Kontrollgruppe
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Abbildung 17: Boxplot zum Vergleich der MIP-1R-Konzentration
in der Fall- und in der Kontrollgruppe

3.6.1 ROC-Kurven

Die Bestimmung der ROC-Kurven (reveicer operating characteristics) dient dazu, eine Aus-
sage Uber den pradiktiven Wert der untersuchten Zytokine treffen zu kénnen. Hierzu werden
die Sensitivitat (richtig Positive) an der Ordinate und die Spezifitat (richtig Negative) an der
Abszisse aufgetragen. Die Flache unterhalb der ROC-Kurve (,,Area under the curve®/ AUC)
ist MaR flr den Vorhersagewert des entsprechenden Tests. Bei maximalem pradiktiven Wert
liegt die AUC bei 1.
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3.6.1.1 Interleukin-23

Die ROC-Analyse ergab fir dieses Zytokin einen AUC-Wert von 0,740. Es zeigt sich also

eine maRige Diskriminierung zwischen richtig und falsch positivem Ergebnis.
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Abbildung 18: ROC-Kurve fiir Interleukin-23

3.6.1.2 Interleukin-17

Die ROC-Analyse fur IL-17 ergab einen AUC-Wert von 0,591. Somit liegt keine Diskrimi-

nierung vor.
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Abbildung 19: ROC-Kurve fir Interleukin-17
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3.6.1.3 Interleukin-12

Der AUC-Wert dieses Interleukins liegt bei 0,567. Es konnte keine Diskriminierung gezeigt

werden.
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Abbildung 20: ROC-Kurve fiir Interleukin-12

3.6.1.4 Interleukin-10

Die ROC-Analyse von IL-10 ergab einen AUC-Wert von 0,698. Damit liegt eine méiige Dis-

kriminierung vor.
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Abbildung 21: ROC-Kurve fir Interleukin-10
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3.6.1.5 Interleukin-6

Der AUC-Wert dieses Zytokins lag bei 0,729. Es kann also von einer méRigen Diskriminie-

rung gesprochen werden.
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Abbildung 22: ROC-Kurve fir Interleukin-6

3.6.1.6 TNF-a

Die ROC-Analyse zeigte hier einen AUC-Wert von 0,538. Es liegt keine Diskriminierung

Vor.
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Abbildung 23: ROC-Kurve fir TNF-o
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3.6.1.7 MIP-1p

Der AUC-Wert von MIP-18 betragt 0,632. Es liegt somit keine Diskriminierung vor.
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Abbildung 24: ROC-Kurve fur MIP-1

3.6.2 Assoziation zwischen Zytokinen und Frihgeburtlichkeit

Die Daten zur stattgehabten Frihgeburt wurden retrospektiv aus den Akten entnommen. Es
zeigt sich, dass bei den symptomatischen Patientinnen mit Friihgeburt (Patientinnengruppe)
die Zytokine 1L-6 und IL-23 zum Zeitpunkt der Entnahme gegentber jenen ohne Frihgeburt
(Kontrollgruppe) deutlich erhéht waren. Bei IL-12, IL-17a, MIP-18 und TNF-a trat hingegen
kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen auf. IL-10 war bei der Kon-
trollgruppe signifikant erhoht.
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Tabelle 8: Medianwerte der Konzentrationen von IL-23, IL-17a, IL-12, IL-10. IL-6, MIP-1p und
TNF-a bei Patientinnen mit und ohne Friithgeburt

Fallgruppe Kontrollgruppe p-Wert

(n=141) (n=32)

Median Median
Interleukin-23 12,6 10,1 <0,001
Interleukin-17a 0,1 0,1 0,181
Interleukin-12 1,3 1,9 0,328
Interleukin-10 2,2 47 0,004
Interleukin-6 94,1 9,6 0,001
MIP-1pB 0,7 0,6 0,052
TNF-a 34,0 36,0 0,579
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Abbildung 25: Boxplot zum Vergleich der IL-23-Konzentration
in der Fall- und der Kontrollgruppe
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Abbildung 26: Boxplot zum Vergleich der IL-17a-Konzentration
in der Fall- und in der Kontrollgruppe
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Abbildung 27: Boxplot zum Vergleich der IL-12-Konzentration
in der Fall- und der Kontrollgruppe
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Abbildung 28: Boxplot zum Vergleich der IL-10-Konzentration

in der Fall- und in der Kontrollgruppe

3007

g

IL-6 (pg/ml)

100~

oo

nein

| m—

p = 0,001

Frithgeburt

Abbildung 29: Boxplot zum Vergleich der IL-6-Konzentration

in der Fall- und in der Kontrollgruppe
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Abbildung 30: Boxplot zum Vergleich der MIP-1R-Konzentration

in der Fall- und in der Kontrollgruppe
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Abbildung 31: Boxplot zum Vergleich der TNF-a-Konzentration

in der Fall- und in der Kontrollgruppe
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3.7 Fruchtblasenprolaps

Um die Bedeutung des Fruchtblasenprolapses fiir die Frihgeburt zu beurteilen wurde das Kol-
lektiv in zwei Gruppen unterteilt: jene mit und jene ohne Friihgeburt. Im Vergleich ergab sich
ein hoch signifikantes Ergebnis (p = 0,002). Von jenen Patientinnen mit Frihgeburt hatten
uber die Hélfte, ndmlich 54,5% eine Friihgeburt ohne Fruchtblasenprolaps; bei 33,3% prola-
bierte die Fruchtblase bis zum &uleren MM und bei 12,1% bis in die Scheide (p=0.002).
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Abbildung 32: Balkendiagramm zum Vergleich der Haufigkeit des VVorkommens
von Fruchtblasenprolaps bei Patientinnen mit vs. ohne Friihgeburt
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3.8 Assoziation zwischen Muttermundsbefunden und einer Schwanger-

schaftsverlangerung

Der Muttermundsbefund wurde palpatorisch durch klinische Untersuchung mittels Bishop-
Score (Beurteilung Portioldnge/ - konsistenz/ -lage, MM-Weite, Hohenstand vorangehendes
Teil) ermittelt sowie sonographisch ausgemessen und in cm angegeben. Im Vergleich der SS-
Verlangerung und der Muttermundsweite ergab sich ein signifikantes Ergebnis (p <0,001):
jene Patientinnen mit einer SS-Verlangerung <14 Wochen (n = 36) wiesen bei Vorstellung
einen wesentlich weiteren Muttermund (Median 2,0) auf als solche, deren Schwangerschaft

noch Uber 15 Wochen andauerte (Median 0,0; n = 35).
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Abbildung 33: Boxplot zum Vergleich der Muttermundweite bei Schwangerschafts-
verldngerung < 14 vs. > 15 Wochen

Tabelle 9: Muttermundsweite bei Schwangerschaftsverldngerung < 14 vs. > 15 Wochen

SS-Verliangerung < 14 SSW SS-Verliangerung > 15 SSW
MM (cm) MM (cm)
Mittelwert 2,4 0,4
Minimum 0 0

Maximum 9 4
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3.9 Bakteriologie

Hinsichtlich der Mikrobiologie wurden die Patienten auf B-Streptokokken, koagulase-
negative Staphylokokken, Enterokokken, E. coli, Klebsiellen und Chlamydien und Candida
albicans mittels eines bakteriellen Abstrichs untersucht. Es hat sich gezeigt, dass bei der
Gruppe mit anschlieBender Frithgeburt fast zehn Mal so h&ufig Streptokokken auftraten, wie
bei der Gruppe ohne FG (21,2% vs. 2,3%). Das Ergebnis erwies sich also als hoch signifikant
(p = 0,019).
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Abbildung 34: Balkendiagramm zur Haufigkeit des Auftretens
von B-Streptokokken bei Patientinnen mit vs. Ohne Frilhgeburt

Auch bei dem Auftreten von Enterokokken zeigte sich eine klare Signifikanz (p = 0,009).
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Abbildung 35: Balkendiagramm zur Haufigkeit des Auftretens
von Enterokokken bei Patientinnen mit vs.ohne Frithgeburt

Bei den koagulase-negativen Staphylokokken, E.coli- Bakterien, Klebsiellen und Chlamydien
sowie bei Candida albicans ergaben sich in unserer Studiengruppe dagegen keine signifikan-
ten Ergebnisse.

Tabelle 10: p-Werte nach Durchfiihrung des Fisher-Tests fiir verschiedene Bakterien

p-Wert
B-Streptokokken 0,019
Koag.neg. Staphylokokken 1,0
Enterokokken 0,009
E.coli 0,126
Klebsiellen 0,084
Chlamydien 0,446

Candida albicans 0,385
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4 Diskussion

4.1 Zytokinexpression bei Frihgebarenden

Seit den 1990er Jahren haben zahlreiche Studien die Funktion der Zytokine im Rahmen der
Frihgeburtlichkeit und auch hinsichtlich ihres pradiktiven Wertes fur eine solche untersucht
(53-60). In unserer Studie wurden die Konzentrationen der Zytokine 11-23, IL-17a, IL-12, IL-
10, IL-6, TNF-o und MIP-1R mittels Vaginallavage ermittelt. Ziel war es zu untersuchen, ob
in unserem Patientenkollektiv den genannten Zytokinen eine diagnostische und/ oder préadik-
tive Funktion zugesprochen werden kann und ob dartber hinaus noch Gber die anderen unter-
suchten Parameter wie Mikrobiologie, Muttermundsweite und Paritat eine Aussage hinsicht-

lich eines erhohten Frihgeburtsrisikos zu treffen ist.

Zu den am besten untersuchten Zytokinen hinsichtlich einer Friihgeburt gehért das Interleu-
kin-6. Goepfert et al. untersuchten knapp 3000 asymptomatische Frauen, von welchen 125
Frauen eine Fruhgeburt (FG) erlitten (61). Diese wiesen allesamt ein im Vergleich zu den
zeitgerecht stattgehabten Geburten deutlich erhohtes 1L-6 (212 + 339pg/ml) im Zervikalsekret
auf. AulRerdem fanden sie, dass mit den erhohten IL-6-Konzentrationen ein erhohtes fetales
Fibronektin assoziiert war. Pathophysiologisch wird angenommen, dass es durch eine Infekti-
on der Amnionhohle oder Dezidua zu einem Riss in der extrazellularen Matrix kommt, so
dass fetales Fibronektin austreten und folglich im Zervikovaginalsekret der Mutter detektiert

werden kann.

Auch Charles J. Lockwood et al. untersuchten, inwiefern ein erhohtes Interleukin-6 mit einer
FG assoziiert ist (62). Hierfir analysierte seine Arbeitsgruppe das Vaginalsekret von 161
Frauen in vierwochigen Abstanden zwischen der 24. und 36. SSW. Dabei kam er zu dem Er-
gebnis, dass Frauen mit FG ein vielfach erhdhtes IL-6 im zervikovaginalen Sekret aufweisen.
Dies ist auch mit unseren Ergebnissen vereinbar, die zeigten, dass Frauen mit Friihgeburtlich-
keit ein bis zu zehnfach erhohtes IL-6 aufwiesen (Median: 9,6pg/ml vs. 94,1pg/ml). Aller-
dings liegen diese Werte noch deutlich unter jenen, die Lockwood beobachtete: er zeigte, dass
ein Wert von >205pg/ml mit einer Spezifitat von 85,0% und einer Sensitivitat von 50,0% mit

einer Friihgeburt assoziiert ist.

Die Arbeitsgruppe um Gonzalez-Bosquet et al. untersuchte in einer prospektiven Studie eben-

falls die Bedeutung von IL-6 als préadiktiven Marker einer Frihgeburt (63). Die Fallgruppe
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umfasste dabei 200 Patientinnen und somit ein Vielfaches unserer Studiengruppe. Auch hier
wurde festgestellt, dass Schwangere mit friihzeitigen Geburtsbestrebungen ein deutlich erhoh-
tes IL-6 aufweisen. Allerdings reichte die Sensitivitat und Spezifitat hier nicht aus, um eine
pradiktive Aussage zu gestatten. Eine Erganzung hierzu lieferten Taylor et al. Sie konnten
zeigen, dass die zusatzliche Bestimmung von IL-1B, IL-6, TNF-a oder des Granulozyten-
Kolonie-Stimulierende Faktors (G-CSF) die Spezifitat des IL-6 hinsichtlich einer spontanen
FG steigert (64).

Auch Lange et al. konnten in ihrer Studie deutliche erhohte IL-6-Konzentrationen bei Frauen
mit drohender Frihgeburt nachweisen (65). Hier lag der Median bei 104pg/ml in der Fall-
gruppe und war damit gegentiber der Kontrollgruppe (Median = 8,5pg/ml) signifikant erhoht.
Zudem integrierte diese Studie auch eine histologische Untersuchung der Plazenta, wobei vier
von neun Féallen mit einem IL-6-Spiegel >20pg/ml das Vollbid einer Chorioamnionitis zeig-
ten. Eine Schwache dieser Studie ist allerdings die vergleichsweise geringe Zahl an Stu-

dienteilnehmern, so dass diese Ergebnisse in groReren Populationen noch zu bestétigen waren.

Rizzo et al. konnten des weiteren zeigen, dass eine Korrelation zwischen der zervikovaginalen
IL-6-Konzentration und einer intraamniotischen Infektion vorliegt, so dass sie schlussfolger-
ten, dass IL-6 auch als diagnostischer Marker fiir eine bakterielle Infektion der Amnionhdéhle

bei Frauen mit Wehentatigkeit aber intakter Fruchtblase dienen kdnnte (66).

Betrachtet man unsere und andere der zahlreichen Studien zu diesem Thema, so lasst sich
schlussfolgern, dass ein im 2. Trimenon im zervicovaginalen Sekret gemessenes erhohtes IL-6

mit dem Eintreten einer Frilhgeburt assoziiert ist.

Ein weiteres Zytokin, welches in unserer Studie untersucht wurde, ist das Interleukin 10. Die-
ses spielt eine wesentliche Rolle im Rahmen der Schwangerschaftserhaltung. Es entfaltet sei-
ne anti-inflammatorische Wirkung hauptséchlich durch Hemmung pro-inflammatorischer
Zytokine. Diese Regulation und vor allem Suppression des mutterlichen Immunsystem ist fur
das Uberleben des allogenetischen Feten im Uterus von entscheidender Bedeutung, da es
sonst durch eine GberschieBende Immunantwort zu einer Abstolung kommen kann (46). Da-
bei ist zu betonen, dass auch bei der termingerechten Geburt ein deutlicher Abfall von IL-10
zu beobachten ist (67). Die Entnahme der Proben fir unsere Studie fand jedoch in der durch-
schnittlich 24. (Patienten) bzw. 23. (Kontrolle) SSW statt, so dass hier physiologischerweise
(noch) hohe IL-10-Konzentrationen zu erwarten sind. Ein Mangel an IL-10 fihrt dazu, dass
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die Hemmung der pro-inflammatorischen Immunantwort entféllt, wodurch eine Frihgeburt

beglnstigt wird.

Diesem Pathomechanismus entsprechend, haben auch wir in unserer Studie bei den Patientin-
nen mit spéterer Frihgeburt eine signifikant verminderte IL-10-Konzentration (Median = 2,2
pg/ml) gefunden. Dies stimmt Uberein mit den Ergebnissen zahlreicher anderer Studien, die
zeigen konnten, dass verminderte IL-10-Konzentrationen ber das pro-inflammatorische Zy-
tokinnetzwerk zu einer gesteigerten Cyclooxygenase-2-Synthese sowie zu einer vermehrten
Prostaglandin-E,-Produktion im plazentaren Gewebe fiihren und so die Wehen einleiten
(68,69). Hanna et al. postulierten, dass im zweiten Trimester die IL-10-Konzentration im pla-
zentaren Gewebe besonders hoch sei und konnten dabei Werte von bis zu 600pg/ml nachwei-
sen (67). Die von uns gefundenen Werte innerhalb der Kontrollgruppe liegen weit darunter,
wurden jedoch auch im Vaginalsekret bestimmt und nicht direkt im histologischen Préparat.

Kongruent zu den erhéhten IL-10-Konzentrationen in der Kontrollgruppe waren verminderte
TNF-a-Werte zu erwarten, was sich in unserer Studie allerdings nicht bestatigte. Bei der Fall-
gruppe waére im Sinne einer pro-inflammatorischen Immunreaktion z.B. auf eine Entziindung
eine hohe Konzentration von TNF-a zu erwarten. Die Werte lagen in unserer Studie im Medi-
an bei 36,0 pg/ml bei den Patientinnen ohne Friihgeburt und 34,0pg/ml bei Patientinnen mit
Frihgeburt. Somit liegt kein signifikanter Unterschied vor (p = 0,579). Zu &hnlichen Ergeb-
nissen kamen Taylor et al., die in ihrer POUCH-Studie (The Pregnancy Outcomes and Com-
munity Health) nach verschiedenen Zytokinen im Vaginalsekret von 1115 schwangere Frauen
zwischen der 16. Und 27.SSW suchten (64). 335 von ihnen erlitten im Verlauf der Uiber sechs
Jahre laufenden Studie einen FG. Bei diesen fanden sich signifikant erhdhte Werte an IL-6
und IL-1B. TNF-a dagegen war nur in knapp 50% der Félle erhoht, jedoch — wie auch in unse-
rer Studie - ohne statistische Signifikanz zu erlangen. Weitere Studien, die TNF-a in Assozia-
tion zur FG im Vaginalsekret untersuchten gibt es wenige. Allerdings finden sich zahlreiche
Untersuchungen Gber die Konzentration dieses Zytokins im Fruchtwasser, sowie im miitterli-
chen Blut. Laham et al. verglichen eben diese beiden Werte bei Schwangeren mit und ohne
FG (70). Sie konnten feststellen, dass sich die TNF-a-Konzentrationen im mdtterlichen Blut
im Verlauf der Schwangerschaft nicht veranderten, wohingegen sie im Fruchtwasser (FW)
kontinuierlich stiegen. Dies lasst vermuten, dass die Zytokinbestimmung im FW hinsichtlich
der Préadiktion einer Friihgeburt geeigneter, jedoch auch risikoreicher ist. Der Unterschied
Plasma vs. FW kann dadurch erklart werden, dass TNF-a im Fruchtwasser selbst als Reaktion

auf eine Entziindung, z.B. bei Chorioamnionitis, aber auch wahrend der Wehen gebildet wird.
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Anders als die genannte und anders als unsere Studie, konnte die Arbeitsgruppe um Holst et
al. zeigen, dass eine erhthte TNF-o-Konzentration im zervikovaginalen Sekret eine hoch-
signifikante Assoziation mit einer Frihgeburt innerhalb von sieben Tagen hat (71). Allerdings
wird betont, dass die Aussagekraft dieses Zytokins allein begrenzt ist, verglichen mit einer

kombinierten Betrachtung von verschiedenen Markern.

Zusammenfassend zeigt sich also, dass TNF-a allein nicht als ausreichender Marker fur eine
Friihgeburt fungieren kann. Uber den Einsatz im Rahmen eines multivariablen Modells sind

noch weitere Untersuchungen notig.

Zusétzlich zu den bereits besprochenen Zytokinen, untersuchten wir auch die Expression von
IL-12, welches im Zusammenhang mit einer Frihgeburt zu den weniger erforschten Interleu-
kinen zahlt. Dies mag daran liegen, dass dieses Zytokin im v.a. bakteriellen Infektionsverlauf
sehr frih in Erscheinung tritt und dann eher eine vermittelnde Funktion hat, indem es durch
Induktion von IFN-y die Tpl-Immunantwort anstolt. Die Rolle von IL-12 als pro-
inflammatorisches Zytokin wird allerdings zunehmend herabgewertet (72). In unserer Studie
konnte kein signifikanter Unterschied in der IL-12-Konzentration zwischen den Frauen mit
und jenen ohne Friihgeburt festgestellt werden. Auch Holst et al. konnten keinen signifikanten
Unterschiede in der 1L-12-Konzentration im Vaginalsekret der beiden Gruppen feststellen
(71). Ebenso haben Cift et al. in ihrer Studie von 2013 weder im Plasma noch im Fruchtwas-
ser von Risikopatientinnen ein erhdhtes IL-12 festgestellt (73). Es kann also davon ausgegan-

gen werden, dass I1L-12 hinsichtlich einer drohenden FG keine hohe Aussagekraft besitzt.

Zunehmend in den Fokus zahlreicher Studien zum Thema Fruhgeburtlichkeit riickt das auch
von uns untersuchte IL-17. In vitro stimuliert IL-17 Fibroblasten, regt epitheliale und en-
dotheliale Zellen zur Produktion von Zytokinen an und aktiviert die Matrix-Metalloprotease-9
sowie Prostaglandin E; (74,75). Durch diese Stoffe wird die Uteruskontraktilitat sowie die
Zervixreifung stimuliert und so die Frihgeburt wahrscheinlicher. Hee et al. haben allerdings
gezeigt, dass der IL-17-Serumspiegel bei Risikofrauen bzw. solchen mit Anzeichen einer dro-
henden FG signifikant niedriger ist, als bei gesunden oder nur gering risikobehafteten
Schwangeren (76). Selbst bei Chorioamnionitis war der Serum-1L-17-Spiegel nur leicht er-
hoht. Allerdings war er auch bei termingerechten Geburten erniedrigt, so dass eine pradiktive

Aussage nur flr Hochrisiko-Patientinnen gelten kann.

In unserer Studie konnte kein signifikanter Unterschied zwischen Fall- und Kontrollgruppe

nachgewiesen werden (p = 0,181). Insgesamt waren die Werte im zervikovaginalen Sekret
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sehr gering (Spannweite 0,1 — 5,3pg/ml), im Median 0,1 pg/ml fir beide Gruppen. Da Zytoki-
ne nicht plazentagangig sind, kdnnen die Werte von Serum und Vaginallavage nicht mitei-
nander verglichen werden (77). Es kann aber festgehalten werden, dass laut unseren Ergebnis-
sen und denen von Hee et al. weder im Serum noch im zervikovaginalen Sekret bei Frauen
mit Fruhgeburtlichkeit eine erhohte IL-17-Konzentration zu erwarten ist. Anders verhalt es
sich dagegen bei Frauen mit Chorioamnionitis: Ito et al. untersuchten die IL-17-Konzentration
im Fruchtwasser symptomatischer Frauen zwischen der 22. Und 34. SSW und konnten fest-
stellen, dass diese stark erhéht waren (78). Allerdings trifft dies nur auf Frauen mit fortge-
schrittener Chorioanmionitis zu. Bei FG ohne Chorioamnionitis wurden nur sehr geringe
Werte von IL-17 gefunden (Median 1,3pg/ml). In der Zusammenschau entspricht diese gerin-
ge Konzentration des Zytokins im Fruchtwasser den von uns im zervikovaginalen Sekret sehr

gering gemessenen Werten.

Das noch relativ neu entdeckte IL-23 gehért zu den in unserem Zusammenhang bisher wenig
untersuchten Zytokinen. Es ist Teil der IL-12-Familie und ist fir die Produktion von IL-17
und TNF-y durch CD4"-Zellen zustindig (75). In unsere Studie konnten wir einen signifikan-
ten Unterschied zwischen der Fall- und der Kontrollgruppe feststellen. Jene Patientinnen mit
FG wiesen einen hoheren 1L-23-Spiegel (Median 12,6pg/ml) im zervikovaginalen Sekret auf,
als solche ohne (Median 10,1pg/ml). Diverse Studien haben zudem festgestellt, dass es eine
Divergenz im Zusammenspiel von IL-12 und IL-23 gibt: wéhrend IL-23 die Entziindungsre-
aktion beschleunigt, wirkt 1L-12 dem entgegen und reguliert, ahnlich wie IL-10 die Immunan-
twort herab, um eine Uberschiellende Reaktion zu vermeiden. (72,79). Uz et al. untersuchten
die Expression von IL-23 in der Dezidua im ersten Trimenon (80). Zu diesem Zeitpunkt zeig-
te sich eine deutlich erhohte Konzentration von 11-23 mit Werten zwischen 150 und 200pg/ml.
Sie vermuten, dass nicht nur mutterliche, sondern auch plazentare Zellen IL-23 produzieren
und so die Immunreaktion wahrend der Frihschwangerschaft anregen. Daten zu spéteren
Zeitpunkten liegen allerdings nicht vor, jedoch scheint dieses Zytokin im Immungeschehen

um die Schwangerschaft und Infektionen eine noch weiter zu untersuchende Rolle zu spielen.

Weiterhin untersuchten wir in unserer Studie auch das MIP-1p. Dieses Zytokin stimuliert die
Produktion von II-1, IL-6 und TNF-a. Dem entsprechend wiirden wir also bei den hohen IL-6-
Konzentrationen in der Fallgruppe auch hohe MIP-1B-Werte erwarten. Dies hat sich aller-
dings nicht bestatigt. Mit einer grenzwertigen Signifikanz von p = 0,052 l&sst sich hochstens
von einem Trend sprechen, der in einer grofReren Population noch zu bestatigen wére. In bei-

den Gruppen zeigten die Werte eine sehr hohe Streuung von 0,395 — 183,673pg/ml (Median
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0,5pg/ml) bei der Gruppe ohne FG und 0,446 — 170,520pg/ml (Median 0,6pg/ml) in der
Gruppe mit FG. Holst et al. konnten dies nicht bestatigen (71). Sie entdeckten in ihrer sehr
breit angelegten Studie, die 27 Proteine sowohl im Fruchtwasser als auch im zervikovaginalen
Sekret untersuchte, dass bei Frauen mit Frihgeburt binnen sieben Tagen nach Probenentnah-
me u.a. auch MIP-1a und MIP-1p im zervikovaginalen Sekret signifikant erhdht waren. Auch
hier gilt jedoch, dass die Aussagekraft durch die Kombination mit anderen Faktoren (verkirz-
te Zervix, MIP-1B im Fruchtwasser sowie im zervikovaginalen Sekret, MCP-1 im zervikova-

ginalen Sekret) deutlich hoher ist, als wenn das Zytokin isoliert betrachtet wird.

4.2 Infektparameter und Bakteriologie

(Aszendierende) Infektionen gelten als Hauptrisikofaktor fir die Frihgeburtlichkeit (13,15).
Als Reaktion auf die Infektion, bildet das Immunsystem Entziindungsmediatoren in Form von
Zytokinen. Diese fuhren, wie bereits geschildert, Uber die Freisetzung von Prostaglandinen
und Metalloproteasen zur Zervixreifung, erhohter Uteruskontraktilitdt und zum Blasensprung.
Problematisch in der Detektion solcher Infektionen ist, dass sie haufig von den Patientinnen
kaum bemerkt werden, so dass auch eine mdgliche Therapie in den meisten Fallen ausbleibt

oder mit groBer Verzdgerung zum Infektionsgeschehen initiiert wird (81).

Unsere Studie konnte zeigen, dass bei Patientinnen mit Symptomen einer Friihgeburt sowohl
die Leukozyten als auch das CRP im Blut erhéht waren (CRP >1,0 mg/dl) und sich so ein
signifikanter Unterschied im Vergleich zur Kontrollgruppe ergab. Dennoch war das CRP nur
bei weniger als der Halfte der symptomatischen Patientinnen erhoht (30,2%), die Leukozyten
bei etwas mehr als der Hélfte (65%); dies nahrt die Annahme, dass die Entziindungsparameter
im mutterlichen Blut keine geeigneten Parameter sind und doch sehr unspezifisch bezuglich
der Diagnostik im Rahmen der Frihgeburtlichkeit. Dies wurde auch von Yoon et al. und an-
deren Arbeitsgruppen so bestétigt (82). Die Arbeitsgruppe von Yoon et al. untersuchte 102
Frauen, entnahm sowohl Blutproben als auch Fruchtwasser und untersuchte beides auf CRP
und Leukozyten. Dabei kamen sie zu dem Ergebnis, dass die Messung im FW wesentlich sen-
sitiver war als jene im Blut. Dies erkléren sie dadurch, dass die Infektion zunédchst in der Am-
nionhohle stattfindet und dementsprechend dort auch die Zytokine gebildet werden. Erst in
einem etwas weiter fortgeschrittenen Stadium erreicht die Entztindungsreaktion auch das mut-
terliche Blut, woraufhin zunéchst die Leukozytenzahl zunimmt und erst verzdgert das in der
Leber gebildete C-reaktive Protein (83,84).
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Dies entspricht auch den Ergebnissen von Cohen et al., die zeigen konnten, dass zwischen
dem CRP-Wert und der Dauer der Schwangerschaft keine verlassliche Aussage getroffen
werde kann (85). Allerdings beobachteten sie, dass das CRP bei gesunden Schwangeren im
ersten Trimester auf >2 mg/l steigt, wohingegen es z.B. im Rahmen eines friilhen Aborts zu
einer vergleichsweise niedrigen Konzentration im Blut kommt. Der Anstieg des CRPs zu Be-
ginn der SS lasst sich durch die pro-inflammatorische Immunreaktion des mutterlichen Orga-
nismus zurlckfuhren. Im weiteren Verlauf scheint er dann eher mit einem Infektionsgesche-

hen assoziiert zu sein und flr einen pathologischen VVorgang zu sprechen.

In der Zusammenschau der genannten und weiterer Studien (86,87), ergibt sich der Schluss,
dass die Leukozytenbestimmung der Bestimmung des CRP-Werts, wie auch unsere Studie
zeigt, Uberlegen ist. Andererseits unterliegen die Leukozytenspiegel physiologischen
Schwankungen in der Schwangerschaft und werden vor allem durch medikamentGse Thera-
pie, wie z.B. der Lungenreifebehandlung mit Cortison beeinflusst. So ist bekannt, dass die
Leukozytenzahl nach Cortisongabe ansteigt und somit nicht mehr aussagekréftig genug ist.
Da es aber auch andere, nicht mit der Amnionhdhle assoziierte Infektionen im mutterlichen
Organismus geben kann, sollte die Bestimmung im Fruchtwasser und nicht im Blut stattfin-
den. (82).

In unserer Studie fanden sich auRBerdem bei der Fallgruppe gehauft B-Streptokokken (20,2%
d.F.) und Enterokokken (24,2%) im bakteriellen Abstrich. Dies entspricht den Ergebnissen
einer groRen Studie von Feikin et al mit 2846 Frauen (88). Davon fanden sich bei 14,3% der
Frauen mit anschlieRender Friihgeburt B-Streptokokken, wobei eine positive Assoziation bei
Frauen mit FG in der Anamnese nachgewiesen werden konnte. Dem entsprechend konnte eine
negative Korrelation zwischen Nullipara und der Besiedlung durch B-Streptokokken gezeigt
werden, so dass hier zwischen Erst- und Mehrfachgebarenden unterschieden werden muss.
Aulerdem scheint eine Besiedelung bis zur <24.SSW keinen Einfluss auf eine mogliche FG
zu haben. Danach allerdings steigt das Risiko eine Friihgeburt zu erleiden bei Streptokokken-

positiven Frauen um das dreifache an.

Die Assoziation zwischen B-Streptokokken im Vaginalabstrich und einer FG konnte auch
durch Regan et al. nachgewiesen werden (89). Sie zeigten zudem, dass eine Besiedelung mit
Streptokokken im Laufe der Schwangerschaft auch wieder verschwinden kann: 1/3 der Frauen
mit positivem Abstrich im 2. Trimenon, waren zum Zeitpunkt der Geburt negativ. Umgekehrt
hatten 5-15% zum Entbindungszeitpunkt eine Infektion die zuvor nicht nachgewiesen werden

konnte. Es zeigt sich also, dass der Nachweis von B-Streptokokken kein verlésslicher Pradik-
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tor flr eine Frihgeburt ist. Und so fanden auch Gomez et al. bei 401 Patientinnen mit vorzei-
tiger Wehentatigkeit nur eine 7%-ige Prévalenz von Bakterien im Fruchtwasser (90).

Unsere Studie untersuchte auch die Rolle anderer Bakterien wie Staphylokokken, E. coli —
Bakterien, Klebsiellen, Chlamydien und Candida albicans. Hier konnten wir keinen signifi-
kanten Unterschied zwischen Fall- und Kontrollgruppe nachweisen. Dies entspricht in etwa
den Ergebnissen von Carroll et al. (91). Sie untersuchten 97 Frauen mit PROM und fanden
keinen spezifischen pradiktiven Wert fir die genannten Bakterien. Bei 7% fanden sie z.B.
E.coli-Bakterien gegentber 18% in unserem Kollektiv. Diese finden sich allerdings auch im
Vaginalabstrich von gesunden Schwangeren, so dass hier keine Signifikanz besteht. Ahnlich
verhélt es sich mit Candida albicans, der in unserer Studie bei 2,3% der Patientinnen mit FG
gefunden wurde und bei 8% bei den symptomatischen Frauen in der Studie der Arbeitsgruppe
Carroll et al. Als bisher gesichert galt dagegen die Rolle der bakteriellen Vaginose (BV) fur
das Eintreten einer Frihgeburt. Dabei werden vor allem Gardnella vaginalis und Mycoplasma
hominis als pathogenetische Ursache genannt, da sie die gesunde, von Lactobazillen oder
Ddderlein-Bakterien dominierte Vaginalflora zerstéren (15,29,87,92,93). In den letzten Jahren
allerdings, haben einige Studien der Assoziation zwischen BV und FG bzw. zwischen BV und
Zervixlange widersprochen (92,94), so dass die bakterielle VVaginose als alleiniger Risikofak-

tor fur eine Frihgeburt weiter untersucht werden muss.

4.3 Muttermundsbefunde und Fruchtblasenprolaps

In unserer Studie wurde auch die Weite des Muttermundes (MM) erfasst und in Relation zum
weiteren Verlauf der SS gestellt. Dabei konnten wir erwartungsgemal zeigen, dass sich die
Schwangerschaftsdauer bei zunehmender Muttermundseréffnung verkiirzt: ist der MM > 2cm,
so scheint eine Entbindung binnen < 14 SSW wahrscheinlich. Dies entspricht in etwa den
Ergebnissen von Guinn et al. (95). In ihrer Fallstudie mit 950 Frauen stellten sie den engen
Zusammenhang zwischen Entbindungszeitpunkt, Muttermundsweite und Gestationsalter
(GA) dar: mit fortgeschrittener MM-Er6ffnung stieg auch die Anzahl der Frauen, die binnen
48 Stunden und 14 Tagen (trotz tokolytischer Therapie) entbunden haben. Auch sie stellten
den Schwellenwert von 2cm fest: fiir Patientinnen mit < 2cm konnte unabhéngig vom GA
kein erhohtes Risiko festgestellt werden binnen der n&chsten 2 Wochen zu entbinden. Bei
einem MM > 2cm, besonders in der < 25. SSW stieg die Wahrscheinlichkeit einer vorzeitigen
Entbindung deutlich an. Ab der > 25. SSW korrelierte die Wahrscheinlichkeit einer vorzeiti-

gen Geburt mit der Muttermindsweite, aber nicht mit dem Gestationsalter.
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Diese strenge Korrelation zwischen der Weite des Muttermunds und einer Fruhgeburt hinter-
fragt die Studie von Jain et al. (96). Sie untersuchten Frauen zwischen der 32. und 36+6.
SSW mit regelméliger Wehentétigkeit und einer MM-Weite > 3cm. Trotz dieser gemeinhin
als Fruhgeburts-Parameter geltenden Werte fand die Arbeitsgruppe heraus, dass die Entbin-
dung bei 68% der Patientinnen (ohne tokolytischer Therapie) fir mindestens eine Woche aus-
blieb. Jain et al. schlieRen daraus, dass die Parameter ,,Wehentitigkeit/ Muttermundsweite*
als Indikator einer Friihgeburt hinterfragt werden missen. Allerdings gilt es hier Kritisch zu
bemerken, dass eine Schwangerschafts-Verlangerung um eine Woche in der Studie von Jain
et al. in den aller meisten Fallen noch immer zu einer maRig friihen oder friihen Geburt fiihren
dirfte, so dass diese Ergebnisse, verglichen mit einer Studienpopulation von Frauen in einer
friheren Schwangerschaftswoche nicht befriedigend sind. Pathophysiologisch scheint ein
dilatierter Muttermund die Integritat der Zervix empfindlich zu stéren und so den Weg zu
einer Frihgeburt zu bahnen. Der Grenzwert kann nach Zusammenschau diverser Studien bei

> 2cm festgelegt werden.

Je weiter besonders der innere MM dilatiert, desto wahrscheinlicher erfolgt ein Fruchtblasen-
prolaps (FBP), desto wahrscheinlicher eine Friihgeburt (97). Dies spiegelte sich auch in unse-
rer Studie wieder, bei der 45,5% einen FBP und folglich eine Frihgeburt erlitten. Auf der
anderen Seite haben 54,5% der Patientinnen zu friih entbunden, ohne einen FBP aufzuweisen,
so dass dieser fur eine Fruhgeburt nicht obligat ist. lams et al. unterscheiden diesbeziglich
eine kompetente von einer inkompetenten Zervix (98). Eine Friihgeburt aufgrund einer
(schmerzlosen) passiven Dilatation des MM charakterisiert die inkompetente Zervix, wohin-
gegen bei Infektionen, PROM, Blutungen und vorzeitige Wehen die Zervix als kompetent
gilt. Patientinnen mit inkompetenter Zervix haben ein 20-29% erhohtes Risiko eine FG zu
erleiden (99). Benham et al. untersuchten in ihrer Studie 37 Patientinnen mit einer Dilatation
des inneren Muttermunds, bis in den Zervikalkanal prolabierten Eihduten und einer verkdirz-
ten Zervix hinsichtlich der Frihgeburtlichkeit (97). 51% dieser Frauen haben trotz Therapie-
versuchen mittels Cerclage oder Tokolyse vor der 34.SSW entbunden. Eine direkte Korrela-
tion zwischen den einzelnen Risikofaktoren (Dilatation innerer Muttermund/ Fruchtblasen-
prolaps/ Zervixverkirzung) und einer Friihgeburt konnte allerdings nicht festgestellt werden.
Knapp die Hélfte schaffte es trotz Zervixdilatation bis zum termingerechten Geburtszeitpunkt.
Festgestellt wurde zudem, dass die Anwesenheit eines Fruchtblasenprolaps’ indirekt mit der
Lange der Zervix korreliert: je weiter der Prolaps in den Zervikalkanal ragt, desto starker ver-
klrzt sich die Zervix. Aufgrund dieser Beobachtung plédieren Benham et al. fiir eine umfas-

sende Berlcksichtigung aller drei Faktoren, um eine prédiktive Aussage hinsichtlich einer
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Frihgeburt treffen zu kdnnen. Dem entgegen zeigen Hartmann et al. eine direkte Korrelation
zwischen der Dilatation des inneren Muttermunds und dem Gestationsalter bei Geburt (99).
Sie stellten fest, dass eine MM-Dilatation > 1cm mit einer Sensitivitdt von 8%, einer Spezifi-

tat von 99% und einem positiven pradiktiven Wert von 38% auf eine Friihgeburt hinweisen.

Zusammenfassend l&sst sich festhalten, dass ein Risikofaktor allein noch keine zuverlassige
Aussage hinsichtlich einer Friihgeburt zul&sst. Selbst ein Fruchtblasenprolaps uber den &uRe-
ren Muttermund hinaus hat nicht zwingend eine Fruhgeburt zur Folge. Daher wurden in den
letzten Jahren immer wieder Entwirfe flr eine Punkteskala gemacht, die mehrere Aspekte
bertcksichtigt und zur Entscheidung uber einen Therapieeinsatz (Cerclage) helfen soll. Eine
der aktuellsten VVorschlége hierzu kommt von Fuchs et al. aus Frankreich (84). Die Skala be-
inhaltet die geburtshilfliche Anamnese (s.u.), die Zervixdilatation, den Fruchtblasenprolaps
und Infektionen. Mit Hilfe dieses Punktesystems lassen sich Hochrisikopatientinnen identifi-

zieren, beobachten und ggf. eine entsprechende Therapie einleiten.

4.4 Mutterliche Anamnese

In unserer Studie berticksichtigten wir sowohl die Anzahl der vorangegangenen Schwanger-
schaften und Geburten, als auch die Komplikationen in vorherigen Schwangerschaften. Dabei
zeigte sich, dass die Patientinnen der Fallgruppe im Schnitt eine Schwangerschaft mehr sowie
eine hohere Paritat aufwiesen als die Kontrollgruppe. Die Paritat allein scheint dabei kein
ausreichender Risikofaktor fir eine Friihgeburt zu sein, wie Cnattingius et al. postulieren
(100). Vielmehr ist er ein Kofaktor, dessen Rolle durch andere Risiken, wie z.B. durch Rau-
chen relevant wird. So war die Rate an Frihgeburten bei Mehrgebarenden mit Nikotinabusus
signifikant hoher als bei rauchenden Erstgebdrenden. Der Risikofaktor ,,HOheres Alter der
Mutter* dagegen, wirkte sich laut dieser Arbeitsgruppe bei Erstgebédrenden signifikant starker
aus, als bei Mehrgebarenden. Dem widerspricht Bobrowski et al., der vor einer Unterschat-
zung alterer Mehrgebarenden warnt (101). Laut seinen Ergebnissen hatte diese Patientengrup-
pe ein dreifach erhohtes Risiko fir Schwangerschaftskomplikationen (v.a. Praeklampsie) und
eine dadurch induzierte friihzeitige Geburt. Auch Mercer et al. konnten im Rahmen der ,,Pre-
term Prediction Study* zeigen, dass beim Vorliegen mindestens eines weiteren Risikofaktors
(verkurzte Zervix, fetales Fibronektin, positive Anamnese) Frihgeburten deutlich haufiger bei
Mehrgebarenden auftreten (102). Eine Studie von Bai et al. aus dem Jahr 2002 wiederum
zeigte, dass Mutter mit gar keiner oder mit mehrfachen Geburten ( >4 Geburten) ein héheres

Risiko haben als einfache Mehrgebéarende (1-3 Geburten) (103). Betrachtet man noch weitere



Diskussion 69

Studien, so finden sich immer wieder gegensatzliche Ergebnisse bzgl. der Multiparitat und
dem damit einhergehenden Schwangerschaftsrisiko. Unsere Studie lasst keine Aussage bzgl.
des Alters zu, da es im Median in beiden Gruppen nahezu gleich ist (32,16 vs. 32,25 Jahre).
Jedoch bleibt ein signifikanter Unterschied beziglich der Anzahl Graviditat und Paritat beste-

hen.

Unsere Studie zeigte auch, dass die Fallgruppe fast 30 mal haufiger Komplikationen in den
vorausgegangenen Schwangerschaft hatte, als die Kontrollgruppe. Dies entspricht der ge-
meinhin geltenden Annahme, dass eine geburtshilflich auffallige Anamnese ein erhohtes Risi-
ko fur erneute Komplikationen (Aborte, Friihgeburt) darstellt (10,13,93). Flr Frauen, die be-
reits eine Frihgeburt in der Anamnese haben, verdoppelt sich das Risiko fiir eine erneute
Frihgeburt (61). Bloom et al. fanden in ihrer Langzeitstudie heraus, dass besonders dann ein
hohes Wiederholungsrisiko besteht, wenn die Friihgeburt vor der 35.SSW stattfand (104). Bei
einer solchen Frihgeburt in der Anamnese betrdgt das Wiederholungsrisiko 16%. Wenn be-
reits zwei frihe Geburten (< 35.SSW) erlebt wurden, so betragt die Wahrscheinlichkeit einer
erneuten frihen Geburt sogar 41%. Zudem ist das Gestationsalter bei Wiederholungen meist
sehr dhnlich. Es wird dann der zweite FOtus in einer vergleichbaren SSW geboren, wie jener

aus der vorherigen Schwangerschaft.

4.5 Entbindungsmodus

Die Sectiozahlen sind weltweit sehr hoch und liegen bei bis zu 30% (105). In diesen Trend
passen auch unsere Zahlen beider Gruppen, besonders aber jene der Fallgruppe: sie weist
deutlich haufiger Sectiones auf (56% primare Sectio, 9,8% sekundare Sectio) als die Kon-
trollgruppe (62,5% spontan, je 18,8% primare bzw. sekundére Sectio). Nach derzeitigem wis-
senschaftlichen Stand, finden sich kontroverse Meinungen dartiber, ob bei drohender Friihge-
burt ein Kaiserschnitt indiziert ist oder nicht. Malloy et al. konnten keinen protektiven Effekt
daran finden, wenn Neugeborene per Sectionem geboren werden (106). Im Gegenteil konnte
er zeigen, dass Kinder, die zwischen der 32. und der 36. SSW per (primarer) Sectio geboren
wurden, sogar ein erhohtes Risiko fur perinatale Komplikationen wie eine pulmonale Hypop-
lasie oder eine nekrotisierende Enterokolitis aufweisen (107). Bei besonders friih geborenen
Feten besteht auBerdem das Problem, dass das untere Uterinsegment noch nicht sehr entwi-
ckelt ist, so dass die Inzision folglich im oberen Teil der Uterus stattfindet. Dies birgt ein er-
hohtes Komplikations- und Blutungsrisiko (108). Die trotz allem sehr hohe Rate an Sectiones,

die unsere Fallgruppe aufweist, kann darauf zurtickgefiihrt werden, dass sie indiziert werden,
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um eine Notfall-Sectio und den damit einhergehenden Komplikationen vorzubeugen. Aller-
dings spiegelt sich in dem Problem der Indikationsstellung auch das Definitionsproblem: es
ist langst nicht mdglich, eine Frihgeburt sicher vorherzusagen; zahlreiche Frauen gebaren
trotz vorhandener Symptome einer Frihgeburt dennoch termingerecht. Es gilt daher die Sec-
tio-Indikationen besonders angesichts drohender Komplikationen bei einer Frihgeburt sorg-

faltig zu stellen.
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5 Zusammenfassung

Trotz steigender medizinischer und hygienischer Standards ist die Rate an Frihgeborenen
noch immer sehr hoch. Eine der Hauptverursacher sind dabei Infektionen, die uUber eine Kas-
kade immunologischer VVorgange zu einer erhéhten perinatalen Morbiditat und Mortalitat fh-
ren. Daher ist die Etablierung eines spezifischen diagnostischen Standards fur die frihzeitige
Erkennung einer Infektion jenseits der unspezifischen klinischen Symptome unerlésslich. Die
Infektparameter wie Leukozyten oder CRP missen ebenfalls als unspezifisch angesehen wer-
den und lassen keine Aussage Uber eine vaginale Infektion oder gar eine intrauterine Aszensi-
on zu. Aus diesem Grunde untersuchten wir prospektiv die Zytokine 1L-23, IL-17a, IL-12, IL-
10, IL-6, MIP-1B und TNF-a und ihre Konzentration im zervikovaginalen Sekret von Patien-

tinnen mit drohender Friihgeburt und verglichen diese mit einer asymptomatischen Kontroll-

gruppe.

Hierflr wurden insgesamt 75 Patientinnen untersucht und in folgende zwei Gruppen unter-
teilt: in die Kontrollgruppe ohne Frihgeburt (n = 32) und in die Fallgruppe (n = 43) mit dro-
hender Friihgeburt. Von letzterer Gruppe hatten 60% bereits in der Anamnese eine Friih- oder
Fehlgeburt (p = 0,010). Zum Zeitpunkt der Entnahme lag bezlglich des Gestationsalters so-
wie des mutterlichen Alters kein signifikanter Unterschied zwischen Fall- und Kontrollgruppe
vor (p = 0,132 bzw. p = 0,950). Ziel war es herauszufinden, ob sich eines oder mehrere der
untersuchten Zytokine als Biomarker eignen, um das Risiko einer Friihgeburt zukinftig fir
die Patientinnen besser einschétzen zu kdnnen. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen
den beiden Gruppen wurden bei den Zytokinen IL-6 (p = 0,001), IL-10 (p = 0,004) und IL-23
(p = <0,001) beobachtet. Signifikanz erlangte weiterhin der Entbindungsmodus: so wurden

symptomatische Patientinnen deutlich haufiger per Sectio caesarea entbunden (p = 0,005).

Aufgrund unserer Ergebnisse scheinen die Zytokine IL-6, 1L-10 und IL-23 geeignete Biomar-
ker, um das Risiko einer Frihgeburt besser einschatzen zu kénnen. Weitere Studien mit gro-
Reren Fallzahlen sind hierflr wiinschenswert. Langfristiges Ziel ist es, zuverldssige Tests zu
entwickeln, mit welchen das Eintreten einer zu friihen Geburt mittels Zytokinbestimmung aus
dem Vaginalsekret erfolgen und so die Einleitung einer entsprechenden Therapie, wie etwa

eine IL-10-vermittelte Kontrolle der Prostaglandinsynthese friihzeitig begonnen werden kann.
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