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1. Einleitung

In den letzten zwei Jahrzehnten wurden im Bereich der Geburtshilfe und der
Neonatologie wichtige Fortschritte erzielt. Fir Fruhgeborene gibt es mittlerweile
ermutigende therapeutische Perspektiven. Doch trotz aller medizinischen und
technischen Fortschritte ist die Frihgeburt nach wie vor ein Hauptproblem in der
Geburtshilfe.

Zahlreiche Studien Uber die Problematik der Fruhgeburtlichkeit belegen, welch
grolde Herausforderung die Fruhgeburt fur den heutigen Mediziner darstellt (Romero
et al., 1988, 1991, 1998, Yoon et al., 2001). Frihgeborene leiden gehauft an
Erkrankungen der Lunge, des Intestinaltraktes und des zentralen Nervensystems.
Dazu zahlen das Atemnotsyndrom, bronchopulmonale Dysplasie, nekrotisierende
Enterokolitis, intraventrikulare Hamorrhagie und periventrikulare Leukomalazie
(Driscoll et al., 1982; Jensen et al., 1992).

Der vorzeitige Blasensprung und vorzeitige Wehen sind in etwa 70% der Falle die
Ursache einer Frithgeburt (Schneider et al., 2000). Auch wenn die Atiologie als
multifaktoriell beschrieben wird, scheint die Infektion doch in etwa 50% der Falle
eine ausschlaggebende Rolle zu spielen (Romero et al., 1988). Zudem haben
neuere Studien Hinweise auf eine mdgliche frihe Infektion wahrend der
Schwangerschaft ergeben, die jedoch bis wenige Wochen vor der Geburt nicht
bemerkt wird (Hillier et al., 1993). Bei vorzeitigen Wehen ohne Blasensprung ist eine
Fruchtwasserkultur nur in 13 bis 20% der Falle positiv (Romero et al., 1988). Eine
vorausgegangene Frihgeburt ist bei einer erneuten Schwangerschaft ein wichtiger

Risikofaktor fur eine Wiederholung (Cnattingius et al., 1999).

Droht eine Frihgeburt, kann sie nicht mehr abgewendet werden. Trotz verbesserter
Praventionsarbeit und Schwangerenvorsorge bleibt die Morbiditats- und
Mortalitatsrate mit 70 % stets erhoht (Kramer et al., 1998). In Deutschland werden 6-
7% (rund 50.000 Kinder) mit steigender Tendenz zu friih geboren (Kramer et al.,
1998). In den Vereinigten Staaten sind sogar mehr als 12% aller Lebendgeburten
pro Jahr Frihgeburten (McCormick et al., 1985). Zwischen 1982 und 2002 stieg die
Frihgeburtenrate dort um 27% (Martin et al., 2003). Die Fruhgeburt ist die
Hauptursache fur perinatale Mortalitat und Morbiditat (McCormick et al., 1985;
Stjernquist et al., 1999; Hack et al., 2000).



In zahlreichen Studien wurde ganz klar ein Zusammenhang zwischen der Infektion,
der Aktivierung des Immunsystems und vorzeitigen Wehen festgestellt (Galask et
al., 1984; Romero et al. 1988). Das Immunsystem antwortet auf jede Infektion mit
der Ausschuttung von Substanzen, die eine Reihe von entzindlichen Reaktionen
hervorrufen, welche wiederum fir die Auslésung einer Frihgeburt eine
entscheidende Rolle zu spielen scheinen (Keller, 1994). Der Fetus soll auch fur die
entzundliche Reaktion und somit die Auslosung seiner eigenen Frihgeburt

mitverantwortlich sein (Bessler et al., 2004).

Bei einer Fruchtwasserinfektion produzieren insbesondere die Entziindungszellen
des Chorion und der Dezidua zahlreiche proinflammatorische Zytokine: Interleukin-
1b (IL-1b), IL-6, IL-8 und den Tumor-Nekrose-Faktor-alpha (TNF-a) (Romero et al.,
1988; Keller, 1994). Sie sind korpereigene Substanzen, die von Lymphozyten,
Makrophagen aber auch von nicht-immunologischen Zellen wie Endothelzellen
produziert werden und eine wichtige Rolle bei der Steuerung der kérpereigenen
Abwehr spielen. Sie sind Botenstoffe und in der Lage, verschiedenste Funktionen
menschlicher Zellen zu steuern. Diese Zytokine fordern die Synthese vom
Prostaglandin PGE2 und stimulieren die Rezeptoren von Oxytocin, wodurch die
Wehen ausgeldst werden. Sie flihren via Matrix-Metalloproteinasen (MMP) zudem
zu Veranderungen in der extrazellularen Matrix, was den Blasensprung auslost
(Goldenberg et al., 2005). Zytokine bestehen aus kleinen Peptiden, die auch als
regulatorische Peptide bezeichnet werden. Die Bedeutung der meisten dieser
Peptide ist im menschlichen Organismus noch ungeklart (Keller, 1994). Im
Immunsystem bewirken sie unterschiedliche Prozesse: Man unterscheidet pro-

inflammatorische und anti-inflammatorische Zytokine.

Zu den pro-inflammatorischen Zytokinen gehoren insbesondere TNF-a, IL-1, IL-6
und IL-8; zu den anti-inflammatorischen Zytokinen gehéren insbesondere IL-10, IL-4
sowie IL-11. Je nach seinem Zytokin-Genotyp kdnnte er einem grésseren
Frahgeburtsrisiko ausgesetzt sein. Das Vorkommen eines gewissen Allels des
Antagonisten des IL-1y-Rezeptors (IL-1ra) bei Feten spanischer Herkunft und eines
gewissen Allels von IL-1y bei Feten afroamerikanischer Herkunft steht in deutlichem
Zusammenhang mit dem erhéhten Risiko eines vorzeitigen Blasensprungs (Nguyen
et al., 2004). Desgleichen stellt bei einer Zwillingsschwangerschaft das Vorkommen
des Allels 2 des IL-13 bei beiden Feten einen zusatzlichen Risikofaktor fur eine

Frihgeburt dar (de Craen et al., 2005). Diese Beobachtungen zu den fetalen
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genetischen Faktoren sind unabhangig vom genotypischen Profil der Mutter.

Bereits 1988 untersuchten Romero et al. den Zusammenhang zwischen der
Frihgeburt und intraamniotischer Besiedlung (Romero et al., 1988). Er definierte sie
als das Auftreten einer amniotischen Zellkultur, ohne typische Symptome der
Chorioamnionitis (Temperatur >38 °C, druckdolenter Uterus). Diese subklinische
Infektion verursacht eine erhdhte Disposition fur die Chorioamnionitis oder einen
vorzeitigen Blasensprung. Um zunachst einen Zusammenhang zwischen einer
intraamniotischen Besiedlung und dem Einsetzen der Geburt zu untersuchen,
pruften Romero et al. 230 Patientinnen mit vorzeitigem Blasensprung im Zeitraum
von 1985 bis 1987 (Romero et al., 1988). Es konnten 221 Fruchtwasserproben
durch Amniozentesen gewonnen werden. 81 Patientinnen (35%) hatten eine
Frahgeburt. Bei 48 (59,2%) dieser Patientinnen mit einer Frihgeburt konnte ein
positiver mikrobieller Nachweis zum Zeitpunkt der Geburt geflihrt werden. 36 von
diesen 48 Fruchtwasserproben wiesen bereits bei der Amniozentese eine positive
Kultur auf. Das Auftreten von einer intraamniotischen Besiedlung war bei jenen
Frauen signifikant haufiger vertreten, die eine Spontangeburt hatten, als bei denen
mit eingeleiteter Geburt (75% versus 39%, p = 0.0004). Dies fuhrte zu der
Schlussfolgerung, dass das Einsetzen der Geburt durch einen vorzeitigen

Blasensprung o6fter mit einer intraamniotischen Besiedlung verbunden ist.

Die Arbeitsgruppe von Romero differenziert zwischen 4 Stadien der subklinischen
intraamniotischen Infektion (Abbildung 1). Das erste Stadium besteht in einer
Anderung der vaginalen bzw. zervikalen Flora durch Bakterien wie Neisserien, die
dann im Gebarmutterhals aufsteigen. Einige Formen der bakteriellen Vaginose
werden zu dieser Stufe gezahlt. Im zweiten Stadium haben die Bakterien Zugang zur
Dezidua gefunden. Es kommt zur lokalen Deziduitis. Dringen die Erreger in Chorion
und Amnion vor, kdnnen diese infiziert werden und zum Stadium 3 der
intraamniotischen Infektion fluhren. Ein vorzeitiger Blasensprung ist nicht
Voraussetzung fur eine intraamniotische Infektion, da die Mikroorganismen auch
intakte Eihaute Uberqueren konnen (Galask et al., 1984). In der Amnionhdhle haben
die Erreger Zugang zum Fetus, indem dieser das Fruchtwasser aspiriert (Stadium
4). Daraus resultieren kongenitale Pneumonien, Otitiden, Konjunktivitiden und
Omphalitiden. Ebenso kdnnen systemische Infektionen und Sepsis Folge der

bakteriellen Kontamination sein.
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Abbildung 1: Stufen der intraamniotischen Infektion (Romero et al., 2003)
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Phasen der aszendierenden intrauterinen Infektion:

Phase | Milieuanderung der vaginalen und/oder zervikalen Flora durch Bakterien,
Erstmanifestation als z.B bakterielle Vaginose

Phase Il Bakterieller Zugang zur Dezidua (Deziduitis)

Phase Il Intraamniotische Infektion (Amnionitis), bei Besiedlung fetaler Gefalde liegt
eine Choriovaskulitis vor

Phase IV Aspiration der Erreger durch den Fetus (Ausldser von kongenitalen

Pneumonien, Sepsis bei Eindringen in die fetale Blutbahn)

Ghidini et al. erkannten 1997 ebenso einen Zusammenhang zwischen einer
subklinischen intraamniotischen Infektion und der Fruhgeburtlichkeit (Ghidini et al.,
1997). Er und seine Mitarbeiter testeten in einer retrospektiven Studie die
Hypothese, ob IL-6 im letzten Trimenon der Schwangerschaft bei drohenden
Frahgeburten erhoht ist. Dazu wurde eine Kohortenstudie entworfen, um
Fruchtwasser-Konzentrationen von IL-6 in der 14-20. SSW von zwei verschiedenen
Frauengruppen zu vergleichen. Namlich jene, die eine Frihgeburt von < 34 SSW
hatten (n=13) und einer Kontrollgruppe (n=166). Eingeschlossen wurden
Schwangerschaften ohne Hinweise auf strukturelle oder chromosomale Anomalien
oder mutterliche Erkrankungen, die zur Fruhgeburt fihren konnen (n = 179). Ebenso

wurden Zwillingsschwangerschaften ausgeschlossen. Es gab eine Korrelation
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zwischen amniozytaren IL-6 Werten in der 15.-20. SSW und der Frihgeburtlichkeit.
Frauen mit einer Friihgeburt vor der 34. SSW hatten signifikante IL-6 Erhéhungen im
Fruchtwasser (570 pg/ml versus 330 pg/ml, p < 0,0001). Diese Frauen waren vor
allem Afroamerikanerinnen (50% versus 12%, p = 0,004). Die Kinder hatten ein
Gewicht oftmals unter der zehnten Perzentile verglichen mit den Kindern aus der
Kontrollgruppe (31% versus 7%, p = 0,02). Dabei gab es keine Korrelation zwischen
Geburtsgewicht der Fruhgeborenen und der IL-6-Konzentration im Fruchtwasser. Es
wurde geschlussfolgert, dass erhdhte IL-6-Konzentrationen im Fruchtwasser von der
15.-20. SSW ein Risiko fur Frihgeburtlichkeit aufdecken kdnnen.

Yoon et al. untersuchten in einer weiteren retrospektiven Studie, wie haufig und
klinisch bedeutsam eine intraamniotische Inflammation bei Patientinnen mit
Frahgeburt und ohne vorzeitigem Blasensprung ist (Yoon et al., 2001). Dazu wurde
bei 206 Patientinnen eine Amniozentese durchgefihrt, die keinen Hinweis auf einen
vorzeitigen Blasensprung aufwies. Das Fruchtwasser wurde anschliel3end auf
aerobe und anaerobe Bakterien sowie auf Mykoplasmen untersucht. IL-6-Werte >
2,6 ng/ml im Fruchtwasser bei Patientinnen mit negativen Bakterienkulturen dienten
zum Nachweis einer Immunreaktion. Es wurde beobachtet, dass eine
intraamniotische Inflammation ohne Erregernachweis weit haufiger (21%) auftrat, als
eine intraamniotische Infektion (10%). Eine spontane Frihgeburt vor der 37. SSW
trat haufiger bei Patientinnen mit einer intraamniotischen Inflammation auf als bei
jenen mit einer negativen Kultur ohne Entzindung (98% vs. 35%; p < 0,001).
Patientinnen mit einer intraamniotischen Entziindung hatten ein unglnstigeres
Outcome als Patientinnen mit einer negativen Kultur und ohne intraamniotische
Entzindungszeichen. Dazu zahlten die klinisch und histologisch nachgewiesene
Chorioamnionitis, die Funisitis, frihzeitige Frihgeburten und bedeutsame
Neugeborenenmorbiditaten. Insgesamt hatte 1/3 der Patientinnen mit einer
intraamniotischen Entzindung bzw. Infektion eine Frihgeburt (32%; 65/206 Frauen)

und ein erhohtes Risiko fur postnatale Komplikationen.

Wenstrom und Mitarbeiter versuchten in einer weiteren Studie den Anteil der Aborte
zu bestimmen, der sich durch hohe IL-6-Werte im Fruchtwasser detektierte
(Wenstrom et al., 1996). Dabei griffen sie auf eine Bank mit Fruchtwasser- und
Serenproben zuruck, die er von Frauen im zweiten Trimenon von 1988 bis 1995
(n=11.971) gewonnen hatte. Er analysierte jene Proben auf IL-6 Werte, bei denen

sich herausstellte, dass die Frauen 30 Tage nach der Amniozentese einen
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Spontanabort erlitten (n=66). Ausgeschlossen wurden Aborte mit Aneuploidien. Als
Kontrollgruppe dienten 66 Frauen, die sich in Bezug auf mutterliches Alter bzw.
Gestationsalter glichen und ebenso eine Amniozentese erhielten. In Abort- und
Kontrollgruppe ahnelten sich die IL6-Werte im Serum. Jedoch waren in einigen
Fruchtwasserproben der Abortgruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe die Werte fur
IL-6 erhoht. In acht Fallen waren die Werte besonders auffallend hoch (= 3 SD bzw.
22,5 ng/ml). Nach Ausschluss dieser Proben waren der Mittel- und Wertebereich
zwischen beiden Gruppen vergleichbar. Zwolf Prozent (8/66) der Falle und drei
Prozent (2/66) der Kontrollen hatten IL-6-Werte Uber oder gleich 2,5 ng/ml. Obwonhl
eine allgemeine Korrelation von IL-6 zwischen mutterlichem Serum und
Fruchtwasser festzustellen war, ware nur eine der acht Proben mit besonders
erhohtem IL-6 durch erhohte Serumkonzentrationen von IL-6 identifiziert worden.
Aus den Analysen wurde geschlussfolgert, dass sich aus dieser unselektierten
Gruppe mit postamniozytaren Aborten eine intrauterine Entztindung in nur zwolf
Prozent der Falle ermitteln liel3. Diese Entzindung war nur lokal nachzuweisen und

konnte nicht durch Untersuchungen im Serum identifiziert werden.

Diese aufgezahlten Studien zeigen, dass die intraamniotische Inflammation als
Ursache fur die Frihgeburtlichkeit bzw. den Abort einen wichtigen Faktor darstellt
(Romero et al., 1988, Yoon et al., 2001, Ghidini et al. 1997). Jedoch ist bis heute
eine moglichst fruhzeitige Detektion dieser Inflammationsreaktion sehr schwierig.
Mediatoren der Entzindung sind Interleukine bzw. Zytokine. Die Fruhgeburt bleibt
eine heterogene Pathologie, bei der mehrere verschiedene Prozesse sich
gegenseitig verstarken. Der Nachweis von genetischen Faktoren in Zusammenhang
mit dem Polymorphismus der Zytokine beweist, dass eine gewisse individuelle
Empfanglichkeit fur die Entzindungsmechanismen, die zu einer Fruhgeburt fuhren,
besteht (Bessler et al., 2004). Das Ausldsen dieser Kaskadenreaktion kann die
Folge jeglicher Form von Stress und insbesondere einer Entziindung sein (Keller,
1994). Zurzeit stellt man fest, dass der Fetus selber eine aktive Rolle in der
Ereignisfolge von entzindlichen Vorgangen spielen kann (Bessler et al., 2004). Sein
Genotyp wird in einem speziellen Kontext zu einem entscheidenden Faktor oder
Kofaktor (Nguyen et al., 2004).
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2. Herleitung der Aufgabenstellung

Zahlreiche Studien belegen den Zusammenhang zwischen dem Ausldsen einer
inflammatorischen Kaskade und der Frihgeburtlichkeit sowie des Abortes und der
Praeklampsie/Eklampsie (Romero et al., 1988; Kupferminc et al., 1996; Ghidini et al.
1997; Yoon et al, 2001). Jedoch ist bis heute eine frihzeitige Detektion dieser
Inflammationsreaktion sehr schwierig. Nicht-invasive Methoden zur
Frahgeburtendiagnostik sind aufwandig, umfangreich und oft nutzlos (Schneider et
al., 2000). Aufgabe dieser prospektiven Studie ist die Bestimmung der
Fruchtwasserkonzentrationen von IL-6, IL-8 und TNF-a in der 15.-20. SSW. Dabei
soll untersucht werden, ob diese Interleukine bereits zum Zeitpunkt der
Amniozentese in der Routinevorsorge fur Aborte, Frihgeburten und Praeklampsien-
Eklampsie erhoht gemessen werden. Es gilt herauszufinden, ob die Bestimmung
von Zytokinen im Fruchtwasser nach unauffalliger Amniozentese und unauffalliger

Schwangerschaft einen Vorhersagewert von o.g. auffalligen Outcomes haben kann.

Haufig wurden Zytokine von Amniozentesen aus dem letzten Trimenon oder kurz vor
dem Auftreten der Frihgeburt oder des Abortes quantifiziert (Ghidini et al., 1997,
Romero et al., 1988). Dass zu diesem Zeitpunkt eine signifikante Zytokinerhohung
im Fruchtwasser vorliegt, ist plausibel und bereits gezeigt worden (Hillier et al.,
1993). Kann eine intraamniotische Infektion auch schon von gewonnenen
Fruchtwasserproben aus der 15.-20. SSW durch erhdhte Interleukinwerte

aufgedeckt werden?

Wenn gezeigt werden kann, dass die untersuchten Interleukine nutzliche Marker fur
die Frihgeburt darstellen, wie verhalten sich die Interleukine bei anderen
Pathologien in der Schwangerschaft? Durch vorgegebene Ausschlusskriterien fallt
ein erheblicher Anteil, z.B. Schwangerschaften mit Aborten und Praeklampsien, aus
den Studien der Frihgeburten weg. Interessant sind daher die prospektiven Ansatze
dieser Studie, die zusatzlich Zytokinmessungen von Aborten und Praeklampsien mit
einer Kontrollgruppe vergleichen. Die Zytokine der Kontrollgruppe stammen von
unauffalligen Schwangerschaften, die von 2003 bis 2004 in der Pranataldiagnostik
der Charité untersucht wurden. Dies ist in diesem Mal3e noch nicht untersucht

worden.
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3. Material und Methoden

3.1. Studiendesign

Die Studie wurde an 385 Schwangeren, die zur pranatalen Diagnostik in die Charité
kamen, in der Zeit von August 2003 bis Dezember 2004 prospektiv durchgefuhrt. In
der Abteilung flr Pranatale Diagnostik wurde wochentlich Fruchtwasser von ca. 10
Patientinnen gewonnen. Davon waren nicht alle Patientinnen bereit an der Studie
teilzunehmen. Vor der schriftlichen Einwilligung wurden alle Frauen darauf
hingewiesen, dass fur die Durchfihrung der Studie mehr Fruchtwasser entnommen
wird als routinemalig Ublich. Die Frauen, die sich bereit erklarten an der Studie
teilzunehmen, gaben dazu ihr schriftliches Einverstandnis. Nach grundlicher
Aufklarung und Einwilligung wurde das Fruchtwasser auf folgende Zytokine
untersucht: IL-6, IL-8 und TNF-a.

Eine vorausgegangene geburtshilfliche Anamnese betraf das Auftreten von
Fruhgeburten, Schwangerschaftskomplikationen, erfolgte Eingriffe an der Zervix, das
Raucherverhalten, die Frage nach dem Grund der Amniozentese sowie zuvor

durchgefuhrte Amniozentesen (bis 12 Monate).

Weiterhin wurden Daten zum errechneten Entbindungstermin bzw. gewunschten
Entbindungsort erhoben. Allen Patientinnen wurde ein Antwortbogen mitgegeben,
auf dem sie nach der Geburt Fragen beantworten und diesen wieder zuricksenden
sollten. AulRerdem wurden Daten Uber pra- und perinatale Komplikationen und das
Geschlecht abgefragt. Nach Erhalt des Antwortbogens konnten insgesamt 307 Falle
ausgewertet werden. 78 Frauen schickten den Antwortbogen nach der Geburt ihrer
Kinder nicht zurtick und konnten telefonisch nicht mehr erreicht werden. Die
Zustimmung fur diese Studie erfolgte durch die Ethikkommission der Humboldt

Universitat Berlin.
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3.2. Probandenauswahl

Das Untersuchungskollektiv bestand aus Patientinnen, die sich zur Vorsorge in die
Pranatale Diagnostik der Charité Berlin begeben hatten. Um ihnen die Studie
verstandlich zu machen, erhielten sie die Mdglichkeit, ein Informationsblatt Gber die

Studie zu lesen.
Einschlusskriterien:

. Schwangerschaften zwischen der 15. und 20. SSW
. Einlingsschwangerschaft

. Klar gewonnenes Fruchtwasser ohne Blutbeimischung
Ausschlusskriterien:

. Vorausgegangene Amniozentese wahrend der jetzigen Schwangerschaft oder
12 Monate zuvor
. Maternale Erkrankungen

. Auffalliger Ultraschallbefund

3.3. Fruchtwassergewinnung

Die Amniozentese wurde zwischen der 15. und 20. Schwangerschaftswoche

durchgefuhrt bei bestehenden Indikationen. Zu den Indikationen gehoren:
. Schwangere, die alter als 35 Jahre sind
. Auffalliger Triple Test bzw. NT-Screening

. Belastete Familienanamnese (zum Beispiel Erbkrankheiten bei bereits

geborenen Kindern)

. Hinweise auf fetale Fehlbildungen, die durch vorausgegangene

Ultraschalluntersuchungen festgestellt worden sind.
. Eigener Wunsch

Unter Ultraschallkontrolle wurde mit einer 20 Gage Punktionsnadel eine
Fruchtwasserprobe entnommen. Dies war 2003 Standard in der Pranatalmedizin.

Die Punktionsnadel wurde durch die Bauchdecke in die Amnionhohle unter
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Ultraschallsicht eingefuhrt. Anschliel3end wurde eine Fruchtwasserprobe von ca. 20

ml enthommen.

3.4. IMMULITE®-System

Als gemeinsamer Reaktionsraum dienen bei diesem System Rdhrchen, in denen mit
monoklonalen Antikdrpern beschichtete Polysteren - Kugeln vorliegen. Hier binden
die Antigene der Interleukine und rotieren dann mit 8500 Umdrehungen/ min um die
eigene Achse. Durch diese Rotation wird Uberschissige Flussigkeit in ein Ausguss —
Kompartiment aufgefangen. Dadurch kommt es annahernd zur vollstandigen
Trennung von Waschfllssigkeit und Antigen-Antikdrper-Komplex, was fir eine hohe
Prazision des Assays fuhrt. Die standige Bildung eines instabilen
Zwischenproduktes ermoglicht bei andauernder Lichtemission mehrere Messungen,

welches die Messgenauigkeit verbessert.

3.5. Zytokinmessung

Fir die Zytokinmessung wurden 5 ml Fruchtwasser 10 min bei 3000 rpm
zentrifugiert. Der zellfreie Uberstand wurde abpipettiert und bei -86°C eingefroren.
Innerhalb der nachsten 14 Tage erfolgte die Zytokinbestimmung. IL-6, IL-8, und
TNF-a wurden aus Fruchtwasserproben mittels sequentiellem Festphasen-
Chemiluminiszenz-immunometrischem Assay am IMMULITE ® der Firma Biermann

gemessen (Abbildung 2).

Die quantitative Bestimmung der Interleukinkonzentrationen erfolgte nach dem
Prinzip der Sandwich-Elisa-Methode mit einem Festphasen- Chemiluminiszenz -
Assay. Dazu wurde das Fruchtwasser in Rohrchen mit Polysteren-Kugeln pipettiert.
Auf den Polysteren-Kugeln befinden sich monoklonale Antikérper, die als feste
Phase dienen. Bestimmte Epitope der Interleukine binden mit diesen monoklonalen
Antikorpern. Nach dem Fruchtwasser wurde ein polyklonaler, vom Hasen

gewonnener Antikorper dazugegeben, der wiederum enzymbehaftet ist.

Die Inkubation erfolgte zunachst bei einer Temperatur von 37°C (1). Anschliel3end
rotierte die Testeinheit wahrend des Waschvorgangs bei 8500 Umdrehungen/min
um die eigene Achse (2). Im folgenden Waschvorgang wurden der noch nicht
gebundene Uberstand und alle stérenden Substanzen in einem Kragen aufgefangen
und entfernt (3). Der letzte Schritt und somit die Signalentwicklung entstand mit Hilfe

eines stark sensitiven Chemilumineszenssubstrats, dem
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Adamantyldioxetanphenylphosphat (ADPP 2-). In einer zehn Minuten dauernden
Inkubationszeit zerfallt durch enzymkatalysierte Dephosphorylierung das ADPP 2- in
ein instabiles ADP-. Dabei trat eine Lichtemission auf, die direkt proportional zu den
Interleukin Konzentrationen der Probe ist. Die Messbereiche fur die Interleukine IL-6,

IL-8 und TNF-a werden in der Tabelle 1 zusammengefasst.

Abbildung 2: Vereinfachte Darstellung des IMMULITE ® Systems

&>
VLR
VIS

1 2 3 4

Phasen zur Bestimmung der Interleukinkonzentration nach dem Prinzip der
Sandwich-Elisa-Methode:

Schritt 1: Epitope der Interleukine binden mit monoklonalen Antikorpern auf der
Polysteren-Kugel, anschlieRend Zugabe eines polyklonalen enzymbehafteten
Antikorpers

Schritt 2: Rotation bei 8500 Umdrehungen/min

Schritt 3: Auswaschung des nicht gebundenen Uberstandes

Schritt 4: Signalentwicklung durch ADPP 2- Zerfall und Lichtemission
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Tabelle 1: Ermittelte Messbereiche fiir die Interleukine IL-6, IL-8, TNF-a am Immulite

(DPC Biermann)

Interleukine

Messbereich

IL-6

2,0 — 1000 pg/ml

IL-8

2,0 — 7500 pg/ml

TNF-a

1,7 — 1000 pg/ml

Durch die enzymgetriggerte Chemilumineszenz wird die Emission um das 100-fache

im Vergleich zu herkdmmlichen Systemen erhoht und ermoglicht dadurch eine

hohere Sensitivitat. Es wurden 100 yl Probenmenge bendtigt, um die Bestimmung

durchfiihren zu kbnnen.

3.6. Intra- und Interassay

Vor jeder neuen Kitcharge oder alternativ alle zwei Wochen wurde diese mittels
Kalibratoren geeicht. Um systematische Fehler und die Prazision der Methoden zu
Uberprufen, wurden der Intra- und Interassay bestimmt. Ein von der Firma

angegebener Variationskoeffizient wurde zur eigenen Kontrolle in unserem Labor

verglichen.

Tabelle 2: Intra-Assay

IL-6 IL-8 TNF-a (ppc)
Anzahl der Proben|n= 20 n=20
Variationskoeffizie 4,53% 3,60% 3,5%
nt
Mittelwert 470 pg/mi 594 pg/ml 34,0 pg/ml
Streubereich (* 25)|427— 513 pg/ml 551-637 pg/ml 31,6-36,4 pg/ml

DPC - von der Firma DPC Biermann erstellter Intra-Assay
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Tabelle 3: Inter-Assay

IL-6 IL-8 TNF-a (DPC)
Anzahl der Proben [h=13 n=14
Variationskoeffizien|9,1% 7,8% 5,8%
{t
Mittelwert 463 pg/ml 536 pg/ml 33,0 pg/ml
Streubereich (* 2s) [379- 547 pg/ml 452- 620 pg/ml 29,2-36,8 pg/ml

DPC - von der Firma DPC Biermann erstellter Inter-Assay

Der Streubereich von 2s und der ermittelte Variationskoeffizient lagen in den
vorgeschriebenen Grenzen. Die Daten sind somit prazise und fehlerfrei analysiert

worden.

3.7. Kontrollgruppe und Fallgruppen
 Kontrollgruppe: 273 Schwangere mit Geburt nach der 37. SSW, die den Ein-

und Ausschlusskriterien entsprechen

+ Gruppe von Aborten: Definition: spontaner Verlust des Fetus mit einem Gewicht
<500 g bis zur 24. SSW, n=4

» Gruppe von Frihgeborenen: Definition: Geburt vor der 37. SSW mit Ausschluss

von chromosomalen Veranderungen, Praeklampsien und iatrogenen
Frihgeburten; Geburten, bei denen entweder ein vorzeitiger Blasensprung

oder vorzeitige Wehen auftraten, n=17

» Gruppe mit Préaeklampsien und Eklampsie: Definition: hypertensive

Schwangerschaftserkrankung mit einem initial gemessenen systolischen
Blutdruck uber 160 mmHg sowie einem diastolischen Blutdruck tuber 90 mmHg
mit einer Proteinurie (2300mg/24h oder 100 mg/dl im Urinstix), n=3; sowie
zusatzlich mit dem Auftreten von fokal neurologischen Ausfallen und

Konvulsion in dem klinischen Bild der Eklampsie, n=1
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3.8. Datenauswertung

Erstmalig wurden in unserer Klinik Kontrollwerte (n=273) fur die Zytokine IL-6, IL-8
und TNF-a erstellt. Nachdem alle Gruppen eingeteilt wurden, konnte somit jede
Fallgruppe mit einer eigens erstellten Kontrollgruppe verglichen werden. Um die
Gruppen untereinander besser vergleichen zu kdnnen, wurden sie fir die
demographischen und klinischen Daten verglichen. Die Falle mit signifikant
unterschiedliche Daten wurden aussortiert. Die Auswertung der Interleukine ist damit
unabhangig von den demographischen und klinischen Daten der Patientinnen. Es
erfolgt ein Vergleich beider Gruppen bezlglich des Gestationsalters zum Zeitpunkt
der Amniozentese, des Alters der Mutter, der Paritat, der vorausgegangenen Aborte
und Interruptiones, der vorausgegangenen Konisationen, des Raucherverhaltens
und des Geschlechts des Kindes. Die Auswertung der Daten stitzt sich dabei auf
die vorhandenen Angaben in der jeweiligen Gruppe. Dies kann zu prozentualen

Abweichungen bezogen auf die Gesamtzahl der Kontroll- oder Fallgruppe fuhren.

3.9. Statistik

Die Messmethode des Festphasen-Chemiluminiszenz-immunometrischen Assays
am IMMULITE ® der Firma Biermann konnte durch die Bestimmung des Intra- und
Interassays als prazise und fehlerfrei bewertet werden. Wir verwendeten zur
statistischen Auswertung folgende Tests und Methoden: T-Test, Mann-Whitney-
Test, Chi-Quadrat-Test, Mittelwert und Standardabweichung, Median, Minimalwert,
Maximalwert. Als signifikant wurde p<0,05 erachtet. Zur statistischen Auswertung
wurde GraphPad Prism 4.0 for Mac OS X verwendet.
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4. Ergebnisse

Es erfillten 385 Patientinnen die Ein- und Ausschlusskriterien und nahmen an der
prospektiven Studie teil. 273 Patientinnen hatten einen normalen Ausgang der
Schwangerschaft und konnten fur die Auswertung als Kontrollgruppe herangezogen

werden.

4.1. Anamnestische Daten des Patientenkollektivs

Bei Einschluss in die Studie wurde jeder Teilnehmerin ein Fragebogen betreffend
des mutterlichen Alters, des Gestationsalters zum Zeitpunkt der Amniozentese,
Paritat, Aborten, Anzahl der Graviditaten, Interruptio, Anzahl der Punktionen bei
bestehender Schwangerschaft sowie operativen Eingriffen an der Zervix

ausgehandigt. Folgende Tabellen zeigen die Verteilungen.

4.2. Demographische und klinische Daten der Kontrollgruppe

Es konnten 273 Proben fur die Kontrollgruppe gewonnen und ausgewertet werden.
Das mediane Gestationsalter zur Amniozentese betrug in der Kontrollgruppe 17
SSW (Minimum = 15 SSW; Maximum = 20 SSW). Zusatzlich konnte ein medianes
maternales Alter von 35 Jahren (Minimum = 19 Jahre; Maximum = 43 Jahre)
berechnet werden. 33% des Kontrollkollektivs (n=82) waren Erstgebarende. In
25,9% der Falle (n=64) war ein vorausgegangener Abort angegeben worden. 14
Frauen (5,8%) hatten zuvor eine Frihgeburt. Der Raucheranteil der Kontrollgruppe
lag bei 11,6% (n=21). Insgesamt wurden 147 mannliche Kinder geboren, das
entspricht einem prozentualen Anteil von 53,8%. In der Mehrzahl der Falle
(188/68,8%) kamen die Frauen aufgrund der Altersindikation zur Amniozentese. 23
(8,6%) Frauen kamen mit Verdacht auf eine Trisomie 21 zur Amniozentese. 46

(17,2%) der Falle waren auf eigenen Wunsch erfolgt.

Tabelle 4: Vergleich der demographischen und klinischen Daten zwischen 74 Fallen

der Kontrollgruppe und 4 Fallen mit Aborten



Familienanamnese), n

Parameter Kontroligruppe Aborte (n=4) p-Wert
(n=74)

Med@nes maternales Alter, (Minimum 38 Jahre (35-43) | 40,5 Jahre (37-45) 0,07
- Maximum)
Medianes Gestationsalter bei der 17 SSW (15-19) | 16,5 SSW (16-18) | 0,991
Amniozentese, (Minimum - Maximum)
Nullipara, n 23 1 0,797
Aborte in der Vorgeschichte, n 7 0 0,519
Spontanei Frihgeburten in der 5 0 0.591
\Vorgeschichte, n
\Vorausgegangene Konisationen, n 4 0 0,633
Raucherinnen, n 8 0 0,487
Mannliche Kinder, n 39 2 0,571
Indikation der Amniozentese
*Maternales Alter > 35 Jahre, n 70 3 0,119
-V_erdacht auf Trisomie (naqh auff. > 0 0741
Triple Test bzw. NT-Screening), n
*VVerdacht auf
Toxoplasmosefrischinfektion, n 1 0 0816
Andere (Wunsch, auff. y 0 0816

SSW = Schwangerschaftswoche; auff.= auffallig; n = Anzahl; NT = Nackentransparenz

23



Tabelle 5: Vergleich der demographischen und klinischen Daten zwischen 273

Fallen der Kontrollgruppe und 8 Fallen mit Frihgeburten < 34. SSW

Parameter Kontroligruppe Frithgeburt p-Wert
(n=273) < 34. SSW (n=8)

Medianes maternales Alter, (Minimum

| Maximum) 35 Jahre (19-43) 36 Jahre (32-38) 0,839

Medianes Gestationsalter bei der

IAmniozentese, (Minimum - Maximum) 17 SSW (15-20) 16 SSW (15-17) 0,159

Nullipara, n 82 3 1,0

Aborte in der Vorgeschichte, n 64 1 0,691

Spontane Friihgeburten in der

\Vorgeschichte, n 14 L 0,329
\Vorausgegangene Konisationen, n 12 1 0,451
Raucherinnen, n 21 1 0,416
Mannliche Kinder, n 147 5 0,628
Indikation der Amniozentese

*Maternales Alter > 35 Jahre, n 188 4 0,362
*Verdacht auf Trisomie (nach auff.

Triple Test bzw. NT-Screening), n 23 1 0,374
*Verdacht auf

Toxoplasmosefrischinfektion, n 10 0 0,659
*Andere (Wunsch, auff. 46 0 0.345

Familienanamnese), n

SSW = Schwangerschaftswoche; auff.= auffallig; n = Anzahl; NT = Nackentransparenz



Tabelle 6: Vergleich der demographischen und klinischen Daten zwischen 155
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Fallen der Kontrollgruppe und 9 Fallen mit Frihgeburten > 34. SSW und < 37. SSW

Familienanamnese), n

Frithgeburt > 34.
Parameter Kon(t;gl;g;uppe SSW und < 37. p-Wert
SSW (n=9)

Ml\t/aldla_nes maternales Alter, (Minimum 36 Jahre (35-41) 36 Jahre (35-41) 0.359
- Maximum)
Medl_anes Gestat|qn§alter bei de_r 16 SSW (15-19) 16 SSW (15-18) 0.967
Amniozentese, (Minimum - Maximum)
Nullipara, n 40 3 0,618
Aborte in der Vorgeschichte, n 56 4 0,615
Spontane. Frihgeburten in der 26 0 0.180
\Vorgeschichte, n
Vorausgegangene Konisationen, n 7 0 0,503
Raucherinnen, n 9 2 0,077
Mannliche Kinder, n 121 8 0,441
Indikation der Amniozentese
*Maternales Alter > 35 Jahre, n 130 5 (100) 0,394
*Verdacht auf Trisomie (nach auff.
Triple Test bzw. NT-Screening), n 2 0 0,796
*Verdacht auf
Toxoplasmosefrischinfektion, n 2 0 0,796
*Andere (Wunsch, auff. 16 0 0.464

SSW = Schwangerschaftswoche; auff.= auffallig; n = Anzahl; NT = Nackentransparenz
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Tabelle 7: Vergleich der demographischen und klinischen Daten zwischen 69 Fallen

der Kontrollgruppe und 4 Fallen mit Praeklampsien-Eklampsie

Praeklampsie-

Familienanamnese)

Parameter Kontroligruppe . - p-Wert
(n=69) Eklampsie (n=4)

Mgd!anes mater_nales Alter, Jahre 36 (17-43) 38 (34-41) 0,528
(Minimum - Maximum)
Medianes Gestationsalter bei der
Amniozentese, SSW (Minimum — 16 (15-20) 16,5 (16-18) 0,743
Maximum)
Nullipara, n 18 1 0,961
Aborte in der Vorgeschichte, n 18 0 0,191
Spontane. Frihgeburten in der 4 1 0.139
\Vorgeschichte, n
Vorausgegangene Konisationen, n 3 0 0,670
Raucherinnen, n 21 2 0,413
Mannliche Kinder, n 35 1 0,317
Indikation der Amniozentese
*Maternales Alter > 35 Jahre, n 55 4 0,316
*Verdacht auf Trisomie (nach auff.
Triple Test bzw. NT-Screening), n 3 0 0.670
*Verdacht auf 0 0
Toxoplasmosefrischinfektion, n
*Andere (Wunsch, auff. 11 0 0.386

SSW = Schwangerschaftswoche; auff.= auffallig; n = Anzahl; NT = Nackentransparenz
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4.3. Aborte

6 Aborte (2,2%) waren aus dem Gesamtkollektiv zu ermitteln. In der Literatur werden
sogar 15-31% der Schwangerschaften angegeben, die mit einem Abort enden
(Warburton and Fraser, 1964). Zwei Aborte mussten aus der Fallgruppe
ausgeschlossen werden. Dazu zahlen ein iatrogener Abort aufgrund einer grof3en
Theka-Luteumzyste sowie ein Abort mit blutig gewonnenem Fruchtwasser. In einem
Fall (0,36%) trat der Abort 8 Tage nach der Amniozentese mit einsetzenden
Blutungen auf. Dies ist der einzige Fall, der sicher im zeitlichen Zusammenhang mit
der Amniozentese gesehen werden kann. Zwei Aborte, einer ein septischer Abort
und ein weiterer aufgrund eines plotzlichen Herztodes, erfolgten beide vor der 24.
SSW. In unserem Kollektiv waren keine friheren Aborte in der Anamnese
angegeben. Keine der Frauen gab an zu rauchen. Diese Fallgruppe wird mit einer
Kontrollgruppe von Schwangerschaften verglichen, die sich in bezug auf die

demographischen und klinischen Daten nicht unterscheiden.

4.4. Friuhgeburten

Insgesamt wurden 24 Fruhgeburten verzeichnet, von denen 7 (29,2%) iatrogen
verursacht waren. Dazu zahlten pathologische CTGs oder Dopplerbefunde,
Nabelschnurumwicklungen, das Amnioninfektionssyndrom sowie der
schwangerschaftsinduzierte Hypertonus als Indikationen fir die Sectiones. Die
Pravalenz der Frihgeburten ohne iatrogenen Einfluss (n=17/273) lag bei 6,2% und
damit unter dem Durchschnittswert von 8,97% in Deutschland (Von der
Bundesgeschaftsstelle fur Qualitatssicherung veroffentlichte Zahlen fur das Jahr
2003). Zum einen ist das Patientenkollektiv an einem Perinatalzentrum eines
Universitatsklinikums eher nicht reprasentativ. Zum anderen liegen bereits
Risikofaktoren vor, die mit einer engmaschigeren Kontrolle der Schwangeren
einhergehen. 70,8% (17/24) aller Frihgeburten wurden ohne arztliche Planung
innerhalb der 26 — 37. SSW zur Welt gebracht. Von diesen Frauen gebaren 9 (53%)
spontan. 10 (58,8%) der Frihgeburten waren durch vorzeitige Wehen eingeleitet
und wiederum 7 (41,1%) der Fruhgeburten begannen mit einem vorzeitigen
Blasensprung. In 4 (23,5%) Fallen wurde durch eine Tokolyse versucht, die Geburt
zu verzogern. Eine Frihgeburt war genetisch mit einer balancierten Inversion des
Chromosoms 11 aufgefallen. Ein weiteres Frihgeborenes verstarb 1,15 h nach
Geburt in der 26 SSW. Keine der Frauen hatte zuvor eine Amniozentese

durchfuhren lassen. Auffallig in der Frihgeburtengruppe war ebenfalls der hohe
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Anteil an Raucherinnen. Rauchen ist ein wesentlicher Faktor, der eine Frihgeburt
begunstigt (Cnattingius et al., 1999). Cnattingius et al. fanden zusatzlich heraus,
dass Frauen, die wahrend des 2. Trimesters das Rauchen begannen oder ihr
Rauchverhalten anderten, starker zu Frihgeburten tendierten. Fir die Auswertung
der Zytokine wurden die Frihgeburten in frihe (< 34. SSW) und spate (> 34. SSW
und < 37. SSW) Frihgeburten unterteilt.

Verglichen mit der Kontrollgruppe ergibt sich kein signifikanter Unterschied in Bezug
auf demographische und klinische Daten, so dass die gesamte Kontrollgruppe mit
der frihen Frihgeburtengruppe (< 34. SSW) verglichen werden kann. Die
Auswertung der spaten Frihgeburten (> 34. SSW und < 37. SSW) erfolgt anhand
von 155 Schwangerschaften aus der Kontrollgruppe.

4.5. Praeklampsien — Eklampsie

3 Praeklampsien (1,1%) und 1 Eklampsie (0,37%) sind aus dem gesamten
Untersuchungskollektiv ermittelbar. Bekannt sind Pravalenzen von 5-10%. 60-70%
aller Praeklampsien treten bei Nullipara auf (Haag und Mitarbeiter, 2003/04). In
unserem Kollektiv betraf dies nur eine Patientin (25%). Bei einer Schwangeren mit
einer Eklampsie wurde das Kind durch eine primare Sectio mit einem Gewicht von
3580 g und einer Grofde von 52 cm mit 38+5 SSW entwickelt. Das Kind war nach der
Geburt gesund. Alle Schwangeren wurden 1-2 Wochen zuvor fur die
Geburtseinleitung in die Klinik eingewiesen. Die Gruppe der
Praeklampsien/Eklampsien wird mit 79 Schwangerschaften aus der Kontrollgruppe

verglichen.
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4.6. Zytokingehalt der gesamten Kontrollgruppe

Es konnten 273 Proben fur die Kontrollgruppe gewonnen und ausgewertet werden.

Daraus ergaben sich folgende Werte der Zytokinkonzentrationen:
4.6.1. Interleukin-6

Tabelle 8: IL-6-Konzentrationen (pg/ml) zwischen der 15. und 20. SSW fiir die

gesamte Kontrollgruppe

IL-6 Gestationsalter bei Amniozentese in SSW
15. 16. 17. 18. 19. 20.

Anzahl 21 101 87 40 10 6
Minimum 4,9 20,7 36,6 37,1 80,1 48,5
Maximum 1681 2620 1937 1624 920 231
Median 339 255 206 236 151 197
Perzentile 25% 174 115 101 137 88,4 97,8

75% 698 429 405 538 277 231

Es liegt keine Normalverteilung vor. Ebenso besteht kein signifikanter Unterschied
der IL-6-Werte flr die einzelnen Schwangerschaftswochen (p>0,05). Der ermittelte

Messbereich betragt 4,9 pg/ml bis 2620 pg/ml.

In Abhangigkeit zur Anzahl der Paritaten Iasst sich kein signifikanter Zusammenhang

der Interleukinkonzentrationen feststellen.
4.6.2. Interleukin-8

Tabelle 9: IL-8-Konzentrationen (pg/ml) zwischen der 15. und 20. SSW flr die

gesamte Kontrollgruppe

IL-8 Gestationsalter bei Amniozentese in SSW
15. 16. 17. 18. 19. 20.
Anzahl 22 106 89 40 10 6
Minimum 37,1 36,2 55,1 75,6 134 121
Maximum 1607 3542 4498 5843 948 841
Median 446 418 384 535 239 561
Perzentile 25% 222 203 197 296 197 142
75% 884 929 723 1213 663 809
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Es liegt keine Normalverteilung vor. Ein signifikanter Unterschied innerhalb der
einzelnen Schwangerschaftswochen liegt nicht vor (p>0,05). Der Messbereich
betragt: 36,2 pg/ml — 5843 pg/ml. Auch hier liegt keine statistische Differenz in
Abhangigkeit zur Paritat vor.

4.6.3 INF-a

Tabelle 10: TNF-a-Konzentrationen (pg/ml) zwischen der 15. und 20. SSW fir die

gesamte Kontrollgruppe

TNF-a Gestationsalter bei Amniozentese in SSW

15. 16. 17. 18. 19. 20.
Anzahl 21 40 62 35 10 5
Mittelwert 16,3 20,2 18,7 19,6 18,7 18,9
Standardabweichung [3,80 4,15 3,46 3,95 3,37 4,41

Es liegt eine Normalverteilung vor. Zwischen der 15. und 16. sowie der 15. und 18.
SSW konnte ein signifikanter Unterschied der gemessenen TNF-a-Konzentrationen
bestimmt werden. Es besteht kein linearer Zusammenhang zwischen den
gemessenen Schwangerschaftswochen. Der Messbereich liegt zwischen 8,0 pg/ml
und 28,2 pg/ml.
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4.7 Zytokingehalt bei Spontanaborten

4.7.1 Interleukin-6

Die mediane IL-6-Konzentration betrug 242,8 pg/ml (Minimum = 37,2 pg/ml;
Maximum = 466 pg/ml). Der Median von IL-6 der Aborte liegt im Vergleich zum
Median der Kontrollgruppe niedriger (IL-6: Median der Kontrollgruppe 256,5 pg/ml,
Minimum = 36,6 pg/ml; Maximum = 2437 pg/ml). Es ergibt sich kein signifikanter

Unterschied.

4.7.2 Interleukin-8

Far IL-8 ergab sich ein Median von 767 pg/ml (Minimum = 199 pg/ml; Maximum =
2723 pg/ml). Der ermittelte Median von IL-8 der Kontrollgruppe liegt mit 507,5 pg/mli
(Minimum = 54,8 pg/ml; Maximum = 5041 pg/ml) deutlich unter dem Median aus der
Gruppe mit spontanen Aborten. Aber auch hier kann keine signifikante Differenz

errechnet werden.

4.7.3 INF-a

Fur die Gruppe mit Spontanaborten konnten nur zwei TNF-a-Messungen gewonnen
werden (22,00 pg/ml, 22,60 pg/ml). Der Mittelwert der Kontrollgruppe betragt 19,22
pg/ml + 4,02 pg/ml.

Die Verteilungen der Zytokine sind in den folgenden Abbildungen zusammenfassend
dargestellt:



Abbildung 3: Zytokingehalt im Fruchtwasser zwischen der 15. - 20. SSW bei 4

Feten mit einem Abort und 74 Feten mit normalem Outcome
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4.8 Zytokingehalt der Frithgeburten < 34. SSW

4.8.1 Interleukin-6

Die mediane Konzentration betrug 131,5 pg/ml (Minimum = 16 pg/ml; Maximum =
332 pg/ml). Damit liegt der Median von IL-6 in der Gruppe der friihen Frihgeburten
sogar unter dem Median der Kontrollgruppe mit 230 pg/ml (Minimum = 4,9 pg/ml;
Maximum = 2620 pg/ml). Es lassen sich keine sigifikanten Unterschiede zum

Kontrollkollektiv ermitteln.

4.8.2 Interleukin-8

Der Median der IL-8-Messungen ergab 477 pg/ml (Minimum = 53,3 pg/ml; Maximum
= 1564 pg/ml). Dieser liegt GUber der medianen IL-8-Konzentration der Kontrollgruppe
(IL-8: Median Kontrollgruppe 434 pg/ml, Minimum = 36,2 pg/ml; Maximum = 5843
pg/ml). Beide Gruppen lassen sich hinsichtlich IL-8-Konzentrationen im

Fruchtwasser nicht signifikant unterscheiden.

4.8.3 INF-a

Die mittlere Konzentration von TNF-a betrug 18,73 pg/ml £ 4,82 pg/ml. Fur die
Kontrollgruppe ergibt sich eine mittlere TNF-a-Konzentration von 18,8 pg/ml + 3,93

pg/ml. Beide Mittelwerte sind nicht signifikant different.

Die Verteilungen der Zytokine sind in den folgenden Abbildungen zusammenfassend

dargestellt:



Abbildung 4: Zytokingehalt im Fruchtwasser zwischen der 15. - 20. SSW bei 8

Feten mit einer Frihgeburt < 34. SSW und 273 Feten mit normalem Outcome
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4.9 Zytokingehalt der Frithgeburten > 34. SSW und < 37. SSW

4.9.1 Interleukin-6

Die mediane Konzentration betrug 225 pg/ml (Minimum = 71,7 pg/ml; Maximum =
1856 pg/ml). Somit ergibt sich kein signifikanter Unterschied zum Median der
Kontrollgruppe mit 231,0 pg/ml (Minimum = 20,7 pg/ml; Maximum = 1686 pg/ml).

4.9.2 Interleukin-8

Fir IL-8 ergab sich ein Median von 522 pg/ml (Minimum = 131 pg/ml; Maximum =
4714 pg/ml). Im Unterschied zum Kontrollkollektiv (Median Kontrollgruppe 458,5
pg/ml, Minimum = 36,2 pg/ml; Maximum = 5041 pg/ml) liegt der Median der spaten

Frihgeburten hdher. Es ergibt sich aber keine signifikante Differenz .

4.9.3 INF-a

Die mittlere Konzentration von TNF-a ergab flr die spaten Frihgeburten 17,8 pg/mi
t 1,45 pg/ml. Die TNF-a-Messungen der spaten Fruhgeburten und der
Kontrollgruppe sind nicht signifikant unterschiedlich (Mittelwert der Kontrollgruppe:
18,95 pg/ml = 3,91 pg/ml, versus Mittelwert der spaten Frihgeburten: 17,8 pg/ml +
1,45 pg/ml, p=0,662).

Die Verteilungen der Zytokine sind in den folgenden Abbildungen zusammenfassend

dargestellt:
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Abbildung 5: Zytokingehalt im Fruchtwasser zwischen der 15. - 20. SSW bei 9
Feten mit einer Frihgeburt > 34. SSW und < 37. SSW und 155 Feten mit normalem
Outcome
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4.10 Zytokingehalt bei Praeklampsien-Eklampsie

4.10.1 Interleukin-6

Der Median fur IL-6 ergab fur die Praeklampsien-Eklampsie 201 pg/ml (Minimum =
137 pg/ml; Maximum = 853 pg/ml). Damit liegt er unter den medianen IL-6-
Konzentrationen der Kontrollgruppe (Median der Kontrollgruppe 287,0 pg/ml, versus
Median der Praeklampsien-Eklampsie 201 pg/ml; p=0,865). Es ergibt sich kein

signifikanter Unterschied.

4.10.2 Interleukin-8

Die mediane IL-8-Konzentration betrug 457 pg/ml (Minimum = 253 pg/ml; Maximum
= 1215 pg/ml). Im Vergleich zur Kontrollgruppe (480 pg/ml; Minimum = 36,2 pg/ml;
Maximum = 5843 pg/ml) liegt der Median der Gruppe mit Praeklampsien-Eklampsie
nur minimal niedriger. Die ermittelten Mediane der Kontrollgruppe und der Gruppe

mit Praeklampsien-Eklampsie sind nicht signifikant verschieden (p=1,0).

4.10.3 INF-a

Zwei TNF-a-Messergebnisse mit 20,2 pg/ml und 19,90 pg/ml wurden bestimmt. Der
Mittelwert der Kontrollgruppe betragt 19,31 pg/ml £ 3,77 pg/ml. Doch kann daraus

keine Auswertung erfolgen.

Die Verteilungen der Zytokine sind in den folgenden Abbildungen zusammenfassend

dargestellt:
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Abbildung 6: Zytokingehalt im Fruchtwasser zwischen der 16.-20. SSW bei 4 Feten

mit Praeklampsien/Eklampsie und 69 Feten mit normalem Outcome
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5. Diskussion

Die intrauterine Infektion wird postuliert als das initiale Ereignis flr Frihgeburten wie
auch fur termingerecht entbundene Kinder (Romero et al., 1992; Wenstrom et al.
1997). Einige Autoren verweisen auf Zytokinbestimmungen wie IL-8 oder IL-6 aus
dem Fruchtwasser, die zur Diagnostik der Frihgeburt oder dem Abort dienen
kénnen (Romero et al. 1988; Ghidini et al., 1997; Wenstrom et al. 2001). Wir
konnten zeigen, dass IL-6, IL-8 und TNF-a im Fruchtwasser zur Zeit der
Amniozentese im Rahmen der praventiven Kontrolldiagnostik keine bestimmende
Rolle als Fruhmarker fir das fetale Outcome zugeteilt werden kann. Alle
Fruchtwasserproben der unterschiedlichen Fallgruppen — Aborte, Fruhgeburten und
Praeklampsien bzw. Eklampsie - zeigten in Hinblick auf IL-6, IL-8 und TNF-a keine

signifikante Differenz zu unserem Kontrollkollektiv.

5.1. Interleukine und Schwangerschaft

Bereits 1940 erkannte man den Zusammenhang zwischen von Bakterien
produzierten Endotoxinen und dem Auftreten von Frihgeburten oder Aborten
(Wenstrom et al., 1996, Romero et al., 1992, Zahl et al., 1943). Vermutet wird eine
aszendierende Infektion mit Bakterien ausgehend von der Vagina oder der Zervix.
Bereits in der Embryonalentwicklung spielen Zytokine eine wichtige Rolle. Im
Tiermodell konnte von Murray et al. mRNA fur IL-6 in Maus-Blastozysten kurz nach
der Befruchtung nachgewiesen werden (Murray et al., 1990). Die mRNA wird dabei
wahrend der Follikelentwicklung und der Reifung der mutterlichen Dezidua
ausgeschuttet. IL-6 wird von Epithelialzellen des Uterus gebildet und spielt eine

wesentliche Rolle in der Angiogenese (Motro et al., 1990).

Norwitz et al. unterteilte die Aktivitat des Uterus wahrend der Schwangerschaft in 4
Phasen: Ruhephase, Phase der Aktivierung, Stimulation und Involution (Norwitz et
al., 1999). Er untersuchte die Konzentrationen von IL-6, IL-8 und TNF-a im
Fruchtwasser zu der jeweiligen Phase und fand heraus, dass IL-6 und TNF-a
zunachst ansteigen und wahrend der Involution wieder abfallen. Beide Zytokine sind
zur Zeit der Ruhephase niedrig konzentriert. IL-8-Konzentrationen sind in der 1.
Phase der uterinen Aktivitat hoch und fallen dann in den kommenden 2 Phasen ab.

Erst zur letzten Phase steigt der IL-8-Spiegel wieder an. Unsere Zytokinmessungen
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erfolgten in der 15.-20. SSW, welche in den meisten Fallen der Ruhephase
entsprechen. Erst kurz vor der Geburt wandern weilde Blutzellen in das miutterliche
Gewebe, Plazenta und fetales Gewebe (Thomson et al., 1999). Dabei spielen
Mastzellen, Makrophagen und Neutrophile eine entscheidende Rolle, um die Geburt
einzuleiten. All diese weilden Blutzellen sind in der Lage, Interleukine zu bilden (Saji
et al., 2000). Interleukine wiederum aktivieren weitere weilde Blutzellen (Salamonsen
et al., 2003), so dass ein sich verstarkender Kreislauf entsteht. IL-6 und TNF-a
wurden dabei genauer untersucht und als wichtige Mediatoren wahrend der Geburt
eingestuft (Romero et al., 1998). Diese stimulieren Prostaglandine, die wiederum
eine Stimulation der Gebarmutterkontraktionen bewirken und zur Einleitung der
Geburt fuhren. Richani et al. fanden heraus, dass es wahrend der Schwangerschaft
zu einer Aktivierung des Komplementsystems durch Anaphylatoxine kommt (Richani
et al., 2005). Sie vermuten eine erhdhte Abwehrbereitschaft des Korpers wahrend

der Schwangerschaft.

Je nach ethnischer Herkunft variiert die Inzidenz der Fruhgeburten (Martin et al.,
2003). Dies fuhrt zur Aufstellung der Hypothese, dass ein genetischer Faktor
wesentlichen Einfluss auf die Schwangerschaft und Frihgeburt hat (Bessler et al.,
2004). Je nach dem individuellen genetischen Profil verhalt sich das Ausmass einer
Immunreaktion. Das ist auf Protein-kodierende und damit auch Zytokin-kodierende
Allele zuruckzufuhren. Afroamerikanische Frauen weisen z.B. fur IL-1b ein anderes
genetisches Profil auf als Frauen kaukasischer Herkunft (Nguyen et al., 2004).
Durch diese genetische Variante steigt das Risiko fur Genitalinfektionen und somit

auch fur die Frihgeburt.

5.2. Interleukine bei Aborten

Zytokinen wird eine wichtige Rolle fur den Pathomechanismus des Abortes
zugesprochen. So sind IL-6 und TNF-a wichtige Mediatoren fur das
Antiphospholipid-Syndrom (Carp et al., 2004). Das Antiphospholipid-Syndrom steht
mit einem erhdhten Abortrisiko im Zusammenhang (Alijotas-Reig and Ferrer-
Raventos, 2005). Zusatzlich kdnnen uterine Fehlbildungen fir eine erhdhte
Zytokinkonzentrationen im Fruchtwasser ursachlich sein (Carp et al., 2004).
Zenclussen et al. untersuchten die Rolle der T-Zellen wahrend der Schwangerschaft
und besonders bei Aborten (Zenclussen et al., 2005). Zunachst wurde festgestellt,
dass das mutterliche Immunsystem den Fetus tolerieren muss. Spezifische Th2-

Zellen unterdriicken das Abwehrverhalten anderer Th1-Zellen. Jede T-Zelle
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produziert dabei spezifische Zytokine, wie z.B. IL-4 oder IL-10 im Fall der
antiinflammatorischen Th2-Zellen. Ein Wechsel von Th2-Zellen zu Th1-Zellen kdénnte
dabei ein wichtiger Pathomechanismus im Bezug auf den Abort sein. Unsere
Zytokine zeigen im Vergleich zur Kontrollgruppe einen wenn auch nicht signifikanten
Anstieg von IL-6, IL-8 und TNF-a. Daraus kann jedoch kein Verhaltnis zwischen pro-
und antiinflammatorischen Zytokinen der Th1/Th2-Zellen, wie Zenclussen es
empfiehlt, bestimmt werden. Von Linsingen et al. konnten einen Polymorphismus
des IL-6 Genotyps bei wiederholten Aborten nachweisen (von Linsingen et al.,
2005). Ob aus einem Genpolymorphismus eine gesteigerte Zytokinbildung resultiert,
bleibt fraglich und wurde nicht von von Linsingen untersucht. lhr
Patientinnenkollektiv bestand zudem nur aus brasilianischen Frauen und ist mit
unserem nicht vergleichbar. Wenstrom et al. verglich bei postamniozytaren Aborten
die IL-6-Konzentration im Fruchtwasser mit einer Kontrollgruppe ohne
Spontanaborte (Wenstrom et al., 1996). Im Serum konnte kein Unterschied flr IL-6
beobachtet werden. Zwolf Prozent (8/66) der Abort-Gruppe und drei Prozent (2/66)
der Kontrollen hatten hohe IL-6 Werte Uber oder gleich 2,5 ng/ml im Fruchtwasser.
Damit ist zwar eine erhdhte IL-6-Produktion fur die Abort-Gruppe gezeigt worden,
doch nur 12% der Aborte konnten durch die IL-6-Bestimmungen erkannt werden.
Unsere Messungen ergaben flr IL-6 eine mediane Konzentration von 242,8 pg/ml.
Dabei wurde ein maximaler Wert von 466 pg/ml gemessen. IL-8 ist mit 767 pg/ml
ebenso erhoht. Mdglichweise ist der Nachweis eines Wechsels der Th-Zellen im
Serum geeigneter einen Abort zu detektieren. Dennoch stimmen unsere Ergebnisse
mit der Theorie Uberein, dass es zu einer Erhéhung der proinflammatorischen
Zytokine wie IL-6 und TNF-a im Fruchtwasser kommt (Zenclussen et al., 2005).
Sollte ein erhdhtes Abortrisiko von einer Variation des Genotypes und nicht von der
Zytokinkonzentration abhangig sein (von Linsingen et al., 2005), ist die genetische
Untersuchung auf diesen Polymorphismus maéglicherweise sinnvoller. Diese These
wurde die Variation der Messergebnisse in den vorliegenden Studien erklaren. Auch
Perni et al. fanden ein erhdhtes Risiko fur das Auftreten von Spontanaborten bei
einem genetischen Profil mit einem homozygoten Interleukin-1-Rezeptor-
Antagonisten-Allel 1(IL1RN*1). Der IL-1-Rezeptor-Antagonist (IL-1ra) ist ein
naturlicher Inhibitor von Interleukin-113, welches eine proinflammatorische
Immunantwort ausldst, in dem es an seinen Rezeptor bindet (IL-1Rr). Der IL-1ra hat
einen Polymorphismus mit 5 Allelen. Es ist bereits gezeigt worden, dass das

Vorhandensein eines dieser Allele (IL1RN*2) mit dem Auftreten von spontanen
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Frihgeburten assoziiert ist (Genc et al.,2002, Witkin et al., 2003). Bei
Vorhandensein von IL1RN*2 kommt es zu einer proinflammatorischen Antwort durch
IL-13-Produktion. Dieses reduziert das Auftreten von Aborten im ersten Trimester
(Perni et al., 2004).

Zuletzt sind die eher geringen Fallzahlen, bedingt durch den prospektiven Ansatz

unserer Studie, die Ergebnisse zusatzlich schwer zu interpretieren.

5.3. Interleukine bei Frilhgeburten

Als eine wesentliche Ursache fur die Frihgeburt wird die intrauterine Infektion
gesehen (Romero et al., 1992). Oft kann die bakterielle Besiedlung von Chorion und
Amnion nicht ausreichend nachgewiesen werden. In nur 30-40% wurde von Romero
und Mazor 1988 eine bakterielle Besiedlung des Amnions bei vorzeitigem
Blasensprung gefunden (Romero und Mazor, 1988). Die allgemein bekannten
Risikoscores, wie das Rauchverhalten, haben flr die Detektion einer Friihgeburt mit
einer Fruherkennung von unter 50% einen eher verminderten Stellenwert. Der
positive Vorhersagewert ist mit ca. 30% ebenso gering (Keirse et al., 1989). Daher
wird die Bestimmung von Zytokinen als frhen Marker fur eine Infektion im

Fruchtwasser diskutiert.

In der Literatur findet man sehr unterschiedlich interpretierte Ergebnisse zu diesem
Thema. Hampl et al. untersuchten in einer prospektiven Studie von 78 Patientinnen
das Frihgeburtsrisiko anhand der Zytokine TNF-a, Interferon vy, IL-1 B, IL-2, IL-6 und
deren Rezeptoren TNF R55, R75, IL-2R und INF yR (Hampl et al., 1995). Er zeigte,
dass Frauen mit einem vorzeitigen Blasensprung (n=23) einen signifikant hoheren
TNF-a- (80+£120 pg/ml) und IL-6-Spiegel im Fruchtwasser (1400 1315 pg/ml)
aufwiesen. Das Gleiche traf flr die Rezeptoren zu. TNF-a und IL-6 waren bei
Frihgeburten mit vorzeitigen Wehen im Vergleich zur Kontrollgruppe statistisch
signifikant erhoht (TNF-a: 50173 pg/ml und IL-6: 5000£4384 pg/ml). Patientinnen mit
einer Tokolyse wiesen keine oder nur geringe Zytokinerhdhungen auf. Fraglich in
dieser Studie sind die Mechanismen zur Konservierung der Zytokine bei -20°C. Dies
kann zu falsch positiven Ergebnissen fuhren. Auffallend ist ebenso der Einschluss
von Entbindungen in der 24. SSW zum Kontrollkollektiv. Daher ist ein Vergleich mit
unseren Werten eher schwierig. Die Auswertungen unserer Studie ergaben weder
fur die frihen Frihgeburten (34. SSW) noch flur die spaten Frihgeburten (> 34.

SSW) wesentliche Differenzen der Zytokine zur Kontrollgruppe.
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Ghidini et al. bemerkte einen Zusammenhang zwischen einer subklinischen
intraamniotischen Infektion und der Frihgeburtlichkeit mittels IL-6-Messungen im
Fruchtwasser (Ghidini et al., 1997). Sie testeten in einer retrospektiven Studie die
Hypothese, ob IL-6 im letzten Trimenon der Schwangerschaft bei drohenden
Frihgeburten erhdht ist. Er fand dabei eine Erhéhung von IL-6 im Fruchtwasser,
gewonnen wahrend der 15.-20. SSW, bei Frauen, die eine Frihgeburt vor der 34.
SSW hatten. Das Patientinnenkollektiv bestand jedoch zum grof3en Teil aus
Afroamerikanerinnen. Velez et al. stellen deutlich dar, dass die Frihgeburtenrate bei
afrikanischen Frauen ungefahr zweimal so hoch ist wie bei europaischen Frauen.
Sie diskutieren Uber eine genetische Ursache, die diesen Unterschied erklart (Velez
et al., 2007). Unsere Patientinnen stammen zumeist aus Europa. Daher kdnnte ein
unterschiedliches Patientenkollektiv zu abweichende Resultate fuhren. Ebenso kann
ein Selektionsbias durch den retrospektiven Ansatz der Studie von Ghidini et al.
nicht ausgeschlossen werden. Zusatzlich wurden Zytokine aus dem letzten
Trimenon gewonnen, bei denen eine Frihgeburt drohte. Norwitz et al. fanden
aquivalente Ergebnisse, in denen zum Ende der Schwangerschaft eine Zunahme

von IL-6, IL-8 und TNF-a im Fruchtwasser zu messen ist (Norwitz et al., 1999).

Jacobsson et al. untersuchten das Fruchtwasser in der 16.-19. SSW und
Zervixabstriche von 21 schwedischen Patientinnen mit einer Frihgeburt und schloss
dabei Schwangerschaften mit einem vorzeitigen Blasensprung aus (Jacobsson et
al., 2005). In 8 Fallen konnte eine positive Bakterienkultur sowohl im Fruchtwasser
als auch im Chorioamnion gefunden werden. IL-6 und IL-8 waren bei diesen
Fruchtwasserproben wie auch im Zervixabstrich bei den Friuhgeburten mit einem
Median von 13 ng/ml und 7,2 ng/ml hoher als die Zytokinwerte von Frihgeburten
ohne bakteriellen Nachweis (n=10). Es wurde eine intraamniotische Infektion ab
einem IL-6-Wert von 1,5 ng/ml und einem IL-8-Wert von 1,3 ng/ml definiert. Es
konnten insgesamt 13 positive Bakterienkulturen nachgewiesen werden, jedoch nur
8 von diesen wiesen eine Infektion von Chorion und Amnion auf. Die Messungen der
Zytokine mit positiven Bakteriennachweisen im Fruchtwasser waren nur grenzwertig

verschieden zu den Fruchtwassermessungen ohne bakterielle Infektion.

Bashiri et al. untersuchten von 30 Schwangeren zwischen der 17.-19. SSW IL-6-
Konzentrationen im Fruchtwasser (Bashiri et al. 1999). Sie verglichen diese mit dem
Nachweis von Bakterien im Fruchtwasser. Der Mittelwert fur IL-6 von Fruchtwasser

ohne bakteriellen Nachweis (n=23) betrug 78+206 pg/ml. 3 von 7
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Fruchtwasserproben wiesen hohe IL-6-Werte bei einer Kontamination mit
Ureaplasma urealyticum auf. 4 Fruchtwasserproben hatten IL-6-Konzentrationen bis
60 pg/ml. Diese eher geringen Konzentrationen gingen 3mal mit einem
Staphylococcus epidermidis-Nachweis und in einem Fall mit grampositiven
Bakterien einher. Die 4 Frauen mit einem positiven bakteriellen Nachweis hatten
eine termingerechte Entbindung und keine weiteren Komplikationen. Ebenso hatten
2 der Frauen mit einem negativen Bakteriennachweis eine Fruhgeburt. In einem Fall
ging die Frahgeburt mit einer hohen IL-6-Konzentration (1000 pg/ml) und in dem
anderen Fall mit einem niedrigen IL-6 von 80 pg/ml einher. Diese Studie zeigt, dass
hohe Zytokinwerte nicht immer mit einer Fruhgeburt einhergehen. Auch unsere
Resultate decken sich mit diesen Ergebnissen. In 20 Proben wurde im
Kontrollkollektiv eine IL-6-Konzentration von tber 1000 pg/ml gemessen. Diese
Schwangerschaften verliefen komplikationslos. In 2 Fallen wurden von Bashiri et al.
kein Bakteriennachweis gefunden und dennoch hatten diese Frauen eine
Frahgeburt. Eine mdgliche Erklarung fur diese Fruhgeburten kdnnte beispielsweise
eine Minderversorgung durch die Plazenta sein. Yoon et al. definierten den
Nachweis einer Immunreaktion durch IL-6-Werte > 2,6 ng/ml im Fruchtwasser bei
Patientinnen mit negativen Bakterienkulturen (Yoon et al., 2001). Eine
intraamniotische Entzindung ohne Erregernachweis trat weit haufiger (21%) auf als
eine intraamniotische Infektion (10%). Eine spontane Fruhgeburt vor der 37. SSW
wurde haufiger bei Patientinnen mit intraamniotischer Inflammation beobachtet als
bei jenen mit einer negativen Kultur und ohne Infektion. Doch konnte Yoon in nur
30% aller Falle eine Frihgeburt durch den Nachweis einer intraamniotischen

Infektion durch IL-6 sowie direkten Keimnachweis detektieren.

Hillier et al. konnten beweisen, dass IL-6 ein hervorragender Marker fur eine
Frahgeburt innerhalb der folgenden 7 Tage ist (Hillier et al., 1993). Dazu
untersuchten Hillier und Mitarbeiter das Fruchtwasser von Frauen mit regelmaRigen
Uteruskontraktionen zwischen 16-40 Jahren. Er bestimmte einen Median von IL-6
mit 7400 pg/ml der Frauen, deren Kind in den nachsten 7 Tagen geboren wurde.
Sicherlich sind diese Werte wegen starker Auslese und anderem
Patientinnenkollektiv schwer vergleichbar, dennoch zeigt diese Studie, dass IL-6
kurz vor der Geburt stark ansteigt. Die Indikation fur eine Amniozentese war in
dieser Studie an erster Stelle das Alter, gefolgt vom eigenen Wunsch und einem

auffalligen Triple Test. 3 von 30 Frauen hatten eine Frihgeburt. Die
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Fruchtwasserproben wurden bei -70°C gelagert und anschliel3end mit einem
Immunoassay gemessen. Porter et al. fanden heraus, dass -80°C die optimale
Temperatur zum Aufbewahren der Interleukine ist (Porter et al., 2001). Somit sind
falsch positive Messergebnisse durch ungunstige Lagerbedingungen in dieser
Studie nicht auszuschliel3en. Norwitz et al. fanden ebenso eine erhdhte
Zytokinkonzentration von IL-6 wahrend der letzten Phase der Geburt (Norwitz et al.,
1999). D'Alfonso et. al. fuhrten vergleichbar eine prospektive Studie in der Zeit von
Januar bis Juni 2004 durch. 33 Patientinnen erhielten eine Amniozentese in der 16.-
19. SSW. Die Schwangerschaften waren bis zu dem Zeitpunkt der
Fruchtwassergewinnung normal verlaufen. Die ermittelten IL-6-Daten wurden in 3
Gruppen unterteilt. Gruppe 1 mit einer IL-6-Konzentration bis zu 450 pg/ml (28
Patientinnen), Gruppe 2 mit 450-900 pg/ml (3 Patientinnen) und Gruppe 3 mit Uber
900 pg/ml (2 Patientinnen). Dabei hatte eine Frau aus der 2. Gruppe eine
Praeklampsie. Zu Gruppe 1 zahlten zwei Frihgeburten. Auch in dieser Studie
konnte mit einem prospektiven Ansatz keine Verbindung zwischen dem Auftreten
einer Frihgeburt und der Bestimmung von IL-6 im Fruchtwasser wahrend der
Kontrolluntersuchungen im Midtrimester gezeigt werden (D'Alfonso et al., 2006).
Unsere Messungen ergaben flr die friihen Frihgeburten einen IL-6-Median von
131,5 pg/ml, fur die spaten Frihgeburten 225 pg/ml. Verglichen mit den jeweiligen
Kontrollgruppe (Kontrollgruppe - Median fur die frihen Frihgeburten:230 pg/ml,
p=0,615; Median der spaten Frihgeburten: 231, 0 pg/ml, p=0,665) ergaben sich
keine signifikanten Unterschiede. Die Mediane der Frihgeburtengruppen fur IL-6
liegen sogar unter denen der Kontrollgruppen. Die hochste Konzentration von IL-6
ist mit 2620 pg/ml in der Kontrollgruppe zu finden. Jacobsson et al. konnten zeigen,
dass die Zytokinwerte im Fruchtwasser bei bakterieller Besiedlung nicht immer
erhdoht gemessen werden (Jacobsson et al., 2005). Ebenso konnten Yoon et al. nur
in 30 % durch IL-6 im Fruchtwasser eine Infektion nachweisen (Yoon et al., 2001).
Dass keine signifikanten Unterschiede zwischen den Frihgeburtengruppen und den
Kontrollgruppen gezeigt werden konnte, zeigt uns, dass die Untersuchung des
Fruchtwassers moglicherweise zu fruh durchgefluhrt wurde. Ein weiterer
Diskussionspunkt ist die These, ob eine Akkumulation von Zytokinen gleich eine
Infektion, die eine Fruhgeburt bedingt, anzeigt. Cox et al. untersuchten die
Zytokinkonzentrationen von IL-6 und IL-113 im Fruchtwasser bei Fruhgeburten in der
24.-34. SSW und in der 35.-42. SSW vor und nach Einsetzen der Geburt. Diese

Daten wurden mit IL-6 und IL-1R-Werten von normal verlaufenden
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Schwangerschaften verglichen. Sie fanden heraus, dass IL-6 und IL-13
gleichermal3en wahrend der ersten 18 Stunden nach Einsetzen der Wehen fur
Frahgeburten und termingerechte Schwangerschaften ansteigen. Sie postulieren,
dass die Ergebnisse dieser Studie eher nicht flr die Theorie sprechen, dass eine
intraamniotische Infektion Ursache einer Frihgeburt ist. Es wird daher der Einsatz
von Zytokinen und der Nachweis von Mikroorganismen im Fruchtwasser zur

Detektion von Fruhgeburten in Frage gestellt (Cox et al., 1997).

Fortunato et al. fanden heraus, dass IL-8 sowohl vom Chorion als auch vom Amnion
produziert werden kann (Fortunato et al., 1996). IL-8 konnte bei einer
Granulozyteninfiltration des kindlichen Gewebes gemessen werden. Durch die
Aktivierung weiterer Granulozyten beginnt eine Kaskade, die zur
Prostaglandinausschittung und somit zu Uteruskontraktionen fuhrt. Nach Zugabe
eines Lipopolysaccharides flr 72 h wurde eine bakterielle Inflammation von
Chorioamnion imitiert und IL-8 nach Endotoxinzufuhr mit 72 pg/ml gemessen. Ohne
die Zufuhr des Lipopolysaccharides wurde eine durchschnittliche Konzentration von
21 pg/ml gemessen. Fraglich ist, ob die Zytokinentwicklung flr 3 Tage vergleichbar
mit unserer Studie ist. Dennoch beweist diese Studie, dass TNF-a wahrscheinlich
bei einer intraamniotischen Infektion direkt in das Amnion abgegeben werden kann.
Romero et al. wiesen im Zusammenhang mit vorzeitiger Wehentatigkeit und
Wehentatigkeit am Termin IL-8 mit und ohne intraamniale Keimbesiedlung nach
(Romero et al., 1991). IL-8-Konzentrationen wurden ebenso erhoht im Fruchtwasser
mit einer Keimbesiedlung gemessen. Dennoch soll IL-8 eine intrauterine
Prostaglandinproduktion nicht stimulieren (Baumann und Romero, 1995). Puchner et
al. untersuchten IL-8 von 80 Schwangeren, um einen Zusammenhang mit einer
Chorioamnionitis zu untersuchen. Dazu lagerten Puchner et al. 80
Fruchtwasserproben bei -10°C. 9 von 12 Patientinnen mit einer Chorioamnionitis
wurden mittels IL-8-Werten tber 10.000 pg/ml erkannt. Dabei konnten IL-8-Werte
von uber 1000 pg/ml im Fruchtwasser von unauffalligen Schwangerschaften
bestimmt werden (Puchner et al., 1993). Fraglich ist die Lagerung der Interleukine,
so dass z.B. die Lagerung der Zytokine bei -10°C bis zur Messung die Ergebnisse
verfalscht. Menon et al. beschaftigten sich mit der Bestimmung von IL-8 und IL-113
im Fruchtwasser bei afrikanischen und weil3en Frauen. Er fand dabei einen
signifikanten Unterschied der Zytokinwerte von IL-1R im Fruchtwasser fur

afrikanische (hdhere IL-1B3-Werte) und weilRe Frauen mit Frihgeburten. Jedoch
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konnte er keinen signifikanten Unterschied fur IL-8 feststellen. Innerhalb der
afrikanischen und weilen Frauen teilte er weitere Gruppen ein, jene Frauen mit
einer Fruhgeburt und jene mit normal ausgeganger Schwangerschaft. Dabei fand er
innerhalb der Gruppe der afrikanischen Frauen eine signifikante Erhéhung von IL-13
bei den Frihgeburt. Bei den weillen Frauen liel3 sich ein signifikanter Unterschied
fur IL-8 finden. Dieser war bei den Frihgeburten héher. Fir IL-1R liel3 sich bei den
weillen Frauen kein Unterschied zwischen Fruhgeburtengruppe und Kontrollgruppe
finden, das gleiche trifft fur die afrikanischen Frauen mit einer Frihgeburt und
termingerechter Geburt fur IL-8 finden (Menon et al., 2007). Moglicherweise spielt
auch hier ein unterschiedlicher Zytokin-Genotyp fur afrikanische und weil’e Frauen
eine Rolle. Die IL-8-Werte unserer Studie ergaben einen Median von 434 pg/ml fur
die Kontrollgruppe der frihen Friahgeburten und einen Median von 458,5 pg/ml fur
die spaten Friuhgeburten. Die minimale und maximale Konzentration betrug dabei
zusammen 36,2-5843 pg/ml. Der IL-8-Median der frihen Frihgeburten ergab 477
pg/ml mit minimal 53,3 pg/ml und maximal 1564 pg/ml. Die medianen IL-8-
Konzentrationen betrugen fur spate Frihgeburten 522 pg/ml (Minimal = 131 pg/ml,;
Maximal = 4714 pg/ml). Auch hier ist der hochste Wert in der Kontrollgruppe zu
finden. Die Mediane der Friihgeburtengruppe liegen dabei héher als die Mediane der
Kontrollgruppen. Dennoch konnte kein signifikant unterschiedliches Ergebnis zu den
Kontrollgruppen erhoben werden. Fortunato et al. konnten wie wir hohere IL-8-
Konzentrationen bei unauffalligen Schwangerschaften messen (Fortunato et al.,
1996).

TNF-a konnte in unseren Proben nicht durchgehend gemessen werden. 6 von 17
Messungen fehlen in der Frihgeburtengruppe. Die Messungen ergaben fur die
Kontrollgruppe einen Median von 18,8 pg/ml TNF-a der frihen Frihgeburten und
18,95 pg/ml fur die spaten Friuhgeburten. Fur die frihe Frihgeburtengruppe betrug
der Mittelwert von TNF-a 18,73 pg/ml, fur die spate Fruhgeburtengruppe 17,8 pg/ml.
Die Mittelwerte von TNF-a beider Fruhgeburtengruppen liegen im Vergleich zur
Kontrollgruppe tiefer. Fortunato et al. beobachteten einen Anstieg von TNF-a auf
410 pg/ml nach Lipopolysaccharid-Zugabe im Fruchtwasser von einem
Ausgangswert von 40 pg/ml (Fortunato et al., 1996). Opsjon et al. fanden heraus,
dass TNF-a bei Einsetzen der Geburt im Fruchtwasser dreifach erhoht ist (von 17
pg/ml auf 58 pg/ml) (Opsjon et al., 1993). Doch ist dieses Resultat bedenklich, da

unter der Geburt das Fruchtwasser kontaminiert wird. Dies kdnnte die
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Zytokinmessung verfalschen. Der Ausgangswert von TNF-a mit 17 pg/ml ist mit

unseren Untersuchungen des Kontroll-Gesamtkollektivs in etwa vergleichbar.

Der Fetus soll fur die entzundliche Reaktion und somit die Auslosung seiner eigenen
Fruhgeburt mitverantwortlich sein. Je nach seinem Zytokin-Genotyp kdnnte er einem
grosseren Frihgeburtsrisiko ausgesetzt sein (Bessler at al., 2004). In
Zwillingsschwangerschaften stellt das Vorkommen des Allels 2 IL-1b-Rezeptors (IL-
13) bei beiden Feten einen zusatzlichen Risikofaktor fur eine Fruhgeburt dar (de
Craen et al., 2005). Diese Beobachtungen zu den fetalen genetischen Faktoren
seien unabhangig vom genotypischen Profil der Mutter. Zugleich muss diskutiert
werden, ob das Immunsystem einiger Frauen eine Infektion mit Bakterien gut
bewaltigt und daraus keine Fruhgeburt resultiert. Damit waren hohe
proinflammatorische Zytokinmessungen erklarbar. Eine weitere These besagt, dass
je nach mutterlichen Genotyp eine individuelles Risiko fur eine uterine Infektion
besteht. Velez et al. stellten dabei den Unterschied zwischen Afro-Amerikanerinnen
und europaischen Amerikanerinnen mittels Analyse der genetischen Variationen fur
IL-6 und dem IL-6-Rezeptor (IL-6R). Es bestand ein signifikanter Unterschied
zwischen beiden ethnischen Gruppen fur die Expression der Gene (Velez et al.,
2007). Menon et al. untersucht die genetische Variation in Hinblick auf eine
multilokale Interaktion der Gene im Zusammenhang mit dem Auftreten von
Fruhgeburten bei Europaerinnen. Er fand heraus, dass ein Zusammenagieren
mehrerer spezifischer Gene das Auftreten einer Fruhgeburt bedingen konnen. Er
untersuchte dabei nukleotide Polymorphysmen fur TNF-a, IL-6 und den IL-6-
Rezeptor (Menon et al, 2006).Sie schlossen dabei keine Umweltfaktoren in die
Studie ein. Eine ungefahrer Vorraussage des Outcomes der Schwangerschaften
konnte dabei mit bis zu 65%-iger Sicherheit getatigt werden. Eine weitere
Untersuchung von Menon et al. betraf die Untersuchung von der mRNA Synthese
des Plazentagewebes fir IL-1,IL-8, IL-10 und der Expression der Cyclooxygenase 1
sowie 2 und von 15-Hydroxyprostaglandin Dehydrogenase (PGDH) nach Gabe von
Lipopolysaccharid, einem Endotoxin von Escherichia coli (Menon et al., 2006). Dabei
wurden kaukasische und afrikanische Frauen in die Studie eingeschlossen. Es lies
sich eine signifikant hdhere Konzentration von IL-6 und IL-10 bei kaukasischen

Schwangerschaften feststellen. Die Werte von IL-8 differierten dabei nicht.

Zahlreiche Arbeiten zum Thema Fruhgeburt sind retrospektiv gestaltet (Wenstrom et

al., 1996; Yoon et al., 2001), welches das haufigere Auftreten von Selektionsfehlern
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bedingt. Die Untersuchung des Fruchtwassers erfolgte oft verspatet. Durch die
frihzeitige Abtrennung der korpuskularen Bestandteile im Fruchtwasser, wie
Erythrozyten, wird einer Verfalschung der Werte durch Zellverfall vorgebeugt (Spong
et al, 1998, Porter et al., 2001). In unserer Studie erfolgte die Interleukinbestimmung
nach sofortigem Entfernen storender Bestandteile durch Zentrifugation des

Fruchtwassers.

Untersuchungen Uber Lagerungsbedingungen unternahmen Porter et al.. Seine
Messungen aus dem Fruchtwasser mittels Enymimmunoassays von Angiogenin, IL-
6 und VEGF zeigten, dass die niedrigste Konzentration der Zytokine durch Zerfall
bei 4°C vorlagen, die hochste bei -80°C (Porter et al., 2001). Spong et al.
untersuchten ebenso die Stabilitat der Zytokine wie IL-6 fur ein Jahr in
Fruchtwasserproben. Dabei wurden die Konzentrationen von 30 Proben vor und
nach einer einjahrigen Lagerung bei -70°C gemessen. Hierbei wurde ein
signifikanter Konzentrationsabfall von IL-6 ermittelt (Spong et al., 1998). Unsere
Fruchtwasserproben wurden zugig zentrifugiert und dann bei -86°C eingefroren, um
spater eine Zytokinbestimmung durchfihren zu kdnnen. Der prospektive Ansatz der
Studie war das vorrangige Ziel. In 2 Jahren waren trotz dem Einschluss von 385
Fallen insgesamt 17 Frihgeburten aufgetreten. Allein anhand der Interleukine zum
Zeitpunkt der Amniozentese (15.-20 SSW) ist in Zusammenschau aller Ergebnisse
keine Vorhersage fur den moglichen Ausgang der Schwangerschaft moglich.
Aktuelle Studien decken sich mit unserem Ergebnis (D'Alfonso et al., 2006). Die
meisten Studien sind retrospektiv gehalten und haben aus einem Gesamtkollektiv
lediglich die Fallgruppen heraussortiert und untersucht. Und zumeist wurde dann
eine Amniozentese im spateren Schwangerschaftsabschnitt durchgefuhrt. Ein
aktuelles Thema beschaftigt sich mit der genetischen Grundlage. So zeigte sich im
Vergleich von kaukasisch abstammigen Amerikanerinnen mit Afro-Amerikanerinnen
ein deutlicher Unterschied im Genotypen fir IL-6 und IL-6R (Velez et al., 2007).
Dadurch kann die unterschiedliche Frihgeburtenrate zwischen afrikanischen und
europaischen Frauen erklart sein. Hier stellt sich die Frage, ob durch
unterschiedliche Genotypen das Abweichen unserer Ergebnisse von anderen
(Ghidini et al., 1997, Yoon et al., 2001) erklart.

5.4. Interleukine bei Praeklampsie

Als Ursache fir die Praeklampsie wird eine Remodulation von Spiralarterien des

Myometriums angesehen, die das Risiko einer plazentaren Hypoxie steigert (Conrad
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et al., 1997). Diese Remodulation durch Trophoblastenzellen soll durch Zytokine
beeinflusst werden (Kupferminc et al., 1996). IL-6 wurde von Kupferminc und
Mitarbeitern im Fruchtwasser von 19 Schwangeren mit einer Praeklampsie
vermindert gemessen. Im maternalen Serum konnte in seiner Studie kein
signifikanter Unterschied zu einer Kontrollgruppe gemessen werden. Da IL-6 die
Differenzierung und das Wachstum des Trophoblasten beeinflusst, kann bei
vermindertem IL-6-Spiegel eine Trophoblastenfehlfunkion die Plazentainsuffizienz
bedingen (Kauma et al., 1995). Heikkinen et al. untersuchten von 2028
Schwangeren das Fruchtwasser in der 14.-16. SSW auf IL-6, IL-8 und TNF-a
(Heikkinen et al., 2001). Er fand keine Unterschiede zwischen der Kontrollgruppe
und den Frauen mit einer Praeklampsie. Diese Befunde decken sich mit unseren
Ergebnissen. Die mediane Konzentration von IL-6 (201 pg/ml), IL-8 (457 pg/ml) und
TNF-a (Mittelwert: 20,05 pg/ml) unterschieden sich nicht signifikant von der
Kontrollgruppe (Kontrollgruppe IL-6: 287 pg/ml; IL-8: 480 pg/ml; TNF-a:19,31 pg/ml).
Far IL-6 und IL-8 konnte Heikkinen ebenso einen niedrigeren Median im Vergleich
zur Kontrollgruppe messen. TNF-a lag wie in unseren Messungen Uber dem
Mittelwert der Kontrollgruppe (Mittelwert: Praeklampsie TNF-a: 20,05 pg/ml,
Mittelwert Kontrollgruppe: 19,31 pg/ml). Nakabayashi et al. hingegen konnten einen
signifikanten IL6- und IL-8-Anstieg im Fruchtwasser von praeklamptischen Frauen

im Midtrimester verzeichnen (Nakabayashi et al., 1998).

Fir die Entstehung einer Praeklampsie wird zusatzlich von einer abnormalen
Funktion des Immunsystems ausgegangen (Wegmann et al., 1993). Kupferminc und
Mitarbeiter zeigten bereits 1994 einen erhdhten TNF-a Spiegel im Fruchtwasser bei
Schwangeren mit einer Praeklampsie. Er verweist in diesem Zusammenhang auf die
Wirkung der Zytokine auf das Gefalisystem. In einer weiteren Studie wurde sowohl
der Rezeptor fur IL-6 wie auch Rezeptoren von TNF im Fruchtwasser von 206
Schwangeren im Laufe der Schwangerschaft gemessen (Opsjon et al., 1995). Hier
zeigten sich keine Differenzen zwischen normaler Schwangerschaft und
Schwangerschaften mit Praeklampsien fur beide Zytokin-Rezeptoren. Es wurde eine
Korrelation zwischen den gemessenen Rezeptoren und den zugehoérigen Zytokinen
gefunden. Heikkinen et al. vermuten genetische Faktoren, die Einfluss auf die
Schwangerschaft nehmen. Daraus resultiert eine individuelle Reaktion des Gewebes
in der Schwangerschaft (Heikkinen et al., 2001). TNF-a kann moglicherweise erst im

fortgeschrittenen Stadium der Praeklampsie erhoht gemessen werden und ist in der
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15.-20. SSW noch nicht wesentlich von Bedeutung. Ebenso muss von
unterschiedlichen Pathomechanismen ausgegangen werden, die zu einer
Praeklampsie bzw. Eklampsie fuhren. Folglich ist eine Fehlfunktion des
Immunsystems nicht immer ursachlich und durch Zytokinmessungen detektierbar.

Durch die kleine Fallzahl sind Vergleiche mit anderen Studien eher schwierig.

Unsere Messungen zeigen keine signifikanten Unterschiede fur alle Fallgruppen im
Vergleich zum Kontrollkollektiv. Die Hypothese einer individuellen Regulation der
Schwangerschaft auf z.B. Gen-Ebene ware eine Erklarung fur die unterschiedlichen
Ergebnisse vieler Studien. So existiert keine einheitliche Studienlage Uber den
Einsatz der Zytokine als Fruhmarker. Es wird im Gegenteil oft eine weite
Spannbreite der Zytokinmessungen und Resultate beobachtet. Es existieren bereits
Studien, die sich mit dem Einsatz von Multimarkern auseinandersetzen, da einzelne
Zytokine keine gleichen Resultate liefern (Goffinet et al., 2001). Fir eine bessere
Pravention erfolgt beispielsweise die Einteilung in risikoreiche und risikoarme
Schwangerschaften, wobei jede Gruppe mit einem anderen Test untersucht wird.
Ein guter negativer Vorhersagewert fur eine Frihgeburt wurde dabei der fetalen
Fibronectinbestimmung aus dem Zervixsekret kombiniert mit einem Ultraschall der
Zervix zugesprochen (Goffinet et al., 2001). Ferner gab es gute Ergebnisse fir IL-6
kombiniert mit einem Ureaplasma urealyticum - Nachweis im Fruchtwasser (Vogel et
al., 2005).
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6. Zusammenfassung

Ziel dieser prospektiven Studie war IL-6, IL-8 und TNF-a im Fruchtwasser in der 15.-
20. SSW zu bestimmen und mit dem Outcome der Schwangerschaften zu
vergleichen. Dabei wurde besonderes Augenmerk auf Aborte, Frihgeburten sowie
Praeklampsien bzw. die Eklampsie gelegt. Insgesamt wurden 4 Aborte, 17
Frihgeburten und 3 Praeklampsien bzw. 1 Eklampsie aus dem Gesamtkollektiv
gezahlt. Die Messergebnisse der Zytokine ergaben keine signifikanten Unterschiede
der drei Fallgruppen verglichen mit einer fur jede Fallgruppe erstellten
Kontrollgruppe. Bei nicht signifikant unterschiedlichen demographischen und

klinischen Daten liel3en sich die Interleukine fehlerfreier vergleichen.

Fur die Gruppe der Aborte fanden sich insgesamt erhdhte IL-8- und TNF-a-
Fruchtwassermessungen verglichen mit der Kontrollgruppe, dennoch sind die
Ergebnisse nicht signifikant verschieden. IL-8 wurde als einziges Zytokin fur die
beiden Fruhgeburtengruppen im Vergleich zur Kontrollgruppe mit einem leicht
hoherem Median gemessen. Der Median fur IL-6, bzw. Mittelwert von TNFa der
Frihgeburten lagen teilweise sogar unter dem errechneten Median (Mittelwert) der
Kontrollgruppe. Die Unterteilung in friihe und spate Frihgeburten zeigte keine

Unterschiede zur Kontrollgruppe.

Die Gruppe der Praeklampsien/Eklampsie lagen mit den Medianen von IL-6 und IL-8

unter den Medianen der Kontrollgruppe.

Unsere Studie zeigt, dass mdglicherweise IL-6, IL-8, TNF-a zwischen der 15.-20.
SSW keine glnstigen Marker, sondern eher kurzfristig vor einer Geburt erhdht sind
(Hillier et al., 1993; Opsjon et al., 1993). Der Trend der Frihgeburtendiagnostik geht
zu multiplen Markern, die die Multikausalitat der Fruhgeburt besser erfassen. IL-6
zusammen mit dem Nachweis von Ureaplasma urealyticum im Fruchtwasser wurde
als guter Marker flr eine Frihgeburt ermittelt (Vogel et al., 2005). Zusatzlich scheint
die genetische Variabilitat fir Zytokine oder Zytokinrezeptoren einen bedeutenden
Einfluss auf das Outcome der Schwangerschaft zu nehmen (Bessler et al., 2004;
Nguyen et al., 2004; von Linsingen et al., 2005). Aktuell zeigen die Untersuchungen
zu unterschiedlichen Genotypen der Interleukine von afrikanischen und

kaukasischen Frauen eine grolte Relevanz in Bezug auf die Bedeutung flr die



Frahgeburtlichkeit. Doch erst wenn eine signifikante Reduktion der Frihgeburten

erreicht wurde, ist die Einfuhrung als Routinediagnostik sinnvoll.
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