Aus der Klinik und Poliklinik fur Frauenheilkunde und Geburtshilfe
der Universitat zu Koln

Direktor: Universitatsprofessor Dr. med. P. Mallmann

Biomarker zur Prognose von Friihgeburten

Ein biomedizintechnischer Ansatz

Inaugural-Dissertation zur Erlangung der Wiirde eines doktor rerum medicinalium
der Hohen Medizinischen Fakultat

der Universitat zu K6In

vorgelegt von
Nicole Fockler

aus Monchengladbach

promoviert am 24. Februar 2016



Dekan: Universitatsprofessor Dr. med. Dr. h. c. Th. Krieg

1. Berichterstatter:  Universitatsprofessor Dr. med. P. Mallmann

2. Berichterstatter: Privatdozent Dr. rer. nat. A. Klatt

Erklarung

Ich erklare hiermit, dass ich die vorliegende Dissertationsschrift ohne unzuldssige Hilfe
Dritter und ohne Benutzung anderer als der angegebenen Hilfsmittel angefertigt habe; die
aus fremden Quellen direkt oder indirekt Gbernommenen Gedanken sind als solche

kenntlich gemacht.

Bei der Auswahl und Auswertung des Materials sowie bei der Herstellung des Manuskriptes

habe ich keine Unterstiitzungsleistungen erhalten.

Weitere Personen waren an der geistigen Herstellung der vorliegenden Arbeit nicht beteiligt.
Insbesondere habe ich nicht die Hilfe einer Promotionsberaterin/eines Promotionsberaters
in Anspruch genommen. Dritte haben von mir weder unmittelbar noch mittelbar geldwerte
Leistungen fiir Arbeiten erhalten, die im Zusammenhang mit dem Inhalt der vorgelegten

Dissertationsschrift stehen.

Die Dissertationsschrift wurde von mir bisher weder im Inland noch im Ausland in gleicher

oder dhnlicher Form einer anderen Priifungsbehorde vorgelegt.

Nicole Fockler

Kéln, 23.06.2015




Die in dieser Arbeit angegebenen Experimente sind nach entsprechender Anleitung durch
Prof. Dr. Dr. A. (Temiz) Artmann, Prof. Dr. rer. nat. habil. G. M. Artmann und Dr. med. M.

Valter von mir selbst ausgefiihrt worden.

Die dieser Arbeit zugrunde liegenden Experimente sind von mir mit Unterstlitzung von
P. Linder, E. Wiemer, S. Kuckelkorn, H. Olfaz, H. Rahn, T. Dambrowski und M. Grauwinkel

durchgefiihrt worden.




Danksagung

Als erstes mochte ich Frau Prof. Dr. Dr. Aysegil (Temiz) Artmann danken, die mir die
Moglichkeit fiir diese Arbeit gegeben hat. Ich bedanke mich sowohl fiir die fachlichen
Austausch von ihr und Herrn Prof. Dr. rer. nat. habil. G.M. Artmann als auch fir die

personlichen Gesprache und die Unterstiitzung.

Als nachstes mochte ich mich bei Prof. Dr. med. P. Mallmann und Dr. med. M. Valter,
meinem Doktorvater und Betreuer von der Universitdat zu Koln, fir die Hilfe danken.
AuRerdem danke ich den Schwestern der Klinik und Poliklinik fir Frauenheilkunde und

Geburtshilfe fur die Bereitstellung der Fruchtblasen.

Ich danke Herrn Prof. Pfutzner fiir die enge Zusammenarbeit und Unterstiitzung bei der

Benutzung von Laboratorien und Instrumente der Firma IKFE GmbH.

Der Fachhochschule Aachen mdchte ich an verschiedenen Stellen danken. Ich bedanke mich
besonders bei der FH Aachen fir die Unterstilitzung durch ein Promotionsstipendium, das es
mir moglich gemacht hat, die Arbeit durchzufiihren. Dem Labor von Prof. Dr. G. Elbers und
Prof. Dr. T. Selmer mochte ich fir die unkomplizierte fachbereichsiibergreifende Hilfe
danken. Ein besonders groRer Dank geht an das gesamte Team des Labors fir Medizinische
und Molekulare Biologie, des Labors fiir Zellbiophysik, des Labors fiir Zell- und Mikrobiologie

sowie des Instituts fiir Bioengineering der FH Aachen.

Zuletzt mochte ich meinen Eltern sowie meinen Schwiegereltern danken, die mir immer den
Riicken frei gehalten haben. Ich danke meiner kleinen Familie, Marcel und Jona, dass sie
immer flir mich da sind. Sie haben mich motiviert und dafiir gesorgt, dass ich meine Ziele
nicht aus den Augen verliere und mir gezeigt, dass man auch als Frau und Mutter Familie

und Karriere miteinander vereinbaren kann.




Inhaltsverzeichnis

1  Abkiirzungsverzeichnis

2  Einleitung

3 Medizinisch-Biologischer Hintergrund

3.1 Schwangerschaft

3.2 Die fetale Eihaut

3.2.1  Entstehung der fetalen Eihaut

3.2.2 Die extrazelluldre Matrix der fetalen Eihdute

3.2.21 Kollagen

10

3.2.2.2 Glykosaminoglykane

13

3.2.2.3 Fibronektin

15

3.2.2.4 Laminin

15

3.2.25 MMPs und TIMPs

16

3.2.3  Der Blasensprung

18

3.2.4  Biomechanische Aspekte fetaler Eihdute

18

3.3 Friihgeburt und (friiher) vorzeitiger Blasensprung

3.3.1  Ursachen und Risikofaktoren der Friihgeburt und des (friihen) vorzeitigen Blasensprungs

3.3.2  Folgen der Frithgeburt und des (friihen) vorzeitigen Blasensprungs

20
21
23

25

3.33 Diagnose des frilhen vorzeitigen Blasensprungs

3.34 Management des friihen vorzeitigen Blasensprungs

27

3.4 Biomarker

3.4.1  Auswahl und Anforderungen an einen Biomarker

33

34

3.4.2 Biomarker fur den friihen vorzeitigen Blasensprung in der Literatur

35

4  Methodisch-Technischer Hintergrund

4.1 Bestimmung des Kollagengehaltes

4.1.1  Kollagenextraktion

41

41

41

4.1.2  Kollagengehaltbestimmung mit Hydroxyprolin

42

4.1.3 Kollagengehaltbestimmung durch Anfarben

43

4.2 Nachweis der Glykosaminoglykane

421 Extraktion der Glykosaminoglykane

44
44

45

4.2.2  Gesamt-Glykosaminoglykan-Gehalt - Orcin-Test

4.2.3 Nachweis sulfierter Glykosaminoglykane

46




4.2.4  Bestimmung des Hyaluronsduregehaltes

47

42.4.1 Extraktion

48

4.2.4.2 Enzymatische Spaltung der HA-Ketten in Disaccharideinheiten und Derivatisierung

4.2.4.3 Methodische Adaption und Optimierung

49
50

4244 Ergebnisse der Optimierung und Anpassung der PAGE-FS

51

4.24.41 Trennung von Glukose und ADiHA

51

4.2.4.4.2 ADiHA-Standards

52

4.3 Device for the Investigation of the Mechanical Properties of Amniotic Sac Tissue

431 Funktionsweise des DIMPAST

55
56

43.2  Weiterentwicklung und Messungen mit DIMPAST

57

4.4 Optische Kohdrenztomographie

Material und Methoden

5.1 Chemikalien

5.2 Geridte

5.3 Probenahme, -bearbeitung und Wassergehaltsbestimmung

5.4 Bestimmung des Kollagengehaltes

54.1 Extraktion

5.4.2 Bestimmung mit Hydroxyprolin

5.4.3  Bestimmung durch Anfarben

5.5 Nachweis der Glykosaminoglykane

5.5.1 Extraktion

5.5.2  Gesamt-Glykosaminoglykan-Gehalt - Orcin-Test

5.5.3  Nachweis sulfierter Glykosaminoglykane

5.5.4  Bestimmung des Hyaluronsaduregehaltes

5.5.4.1 Extraktion

5.5.4.2 Enzymatische Spaltung der HA-Ketten in Disaccharideinheiten und Derivatisierung

5.5.4.3 Elektrophorese der derivatisierten Produkte

5.5.4.4 Analyse und Auswertung der aufgetrennten Proben

5.6 Statistische Analyse

Ergebnisse

6.1 Kollagengehaltbestimmung mit Hydroxyprolin

6.2 Kollagengehaltbestimmung durch Anfirben

Vi

58

61

61

65

66

67
67
67
68

69
69
69
69
70
70
71
71
72

73

74

74

75



6.3 Gesamt-Glykosaminoglykan-Gehalt - Orcin-Test 76
6.4 Sulfierte Glykosaminoglykane 77
6.5 Bestimmung des Hyaluronsauregehaltes 78
6.6 Wassergehalt 79
6.7 Korrelationen 80
6.7.1  TSC-Gehalt und Hydroxyprolin 80
6.7.2  TSC-Gehalt und maximaler Reissdruck 80
6.7.3  Wassergehalt und maximaler Reissdruck 82
6.7.4  Wassergehalt und Dicke 83
6.7.5  Wassergehalt und Hyaluronsaure 83
6.7.6  Hyaluronsaure und maximaler Reissdruck 84
6.7.7  Hyaluronsaure und Dicke 85
6.7.8  Hyaluronsaure und TSC-Gehalt 85
6.7.9  Gesamt-Glykosaminoglykan-Gehalt und Dicke 86
6.7.10 Gesamt-Glykosaminoglykan-Gehalt und maximaler Reissdruck 87
6.7.11 Gesamt-Glykosaminoglykan-Gehalt und TSC-Gehalt 87
6.7.12 Gesamt-Glykosaminoglykan-Gehalt und Wassergehalt 88
6.7.13 Sulfierte Glykosaminoglykane und Dicke 89
6.7.14 Sulfierte Glykosaminoglykane und maximaler Reissdruck 89
6.7.15 Sulfierte Glykosaminoglykane und TSC-Gehalt 90
6.7.16 Sulfierte Glykosaminoglykane und Wassergehalt 91
7  Diskussion 92
8 Zusammenfassung 100
9 Literaturverzeichnis 102
10 Vorabveréffentlichungen von Ergebnissen 112
11 Anhang 115
11.1 Abbildungsverzeichnis 115
11.2 Tabellenverzeichnis 116
12 Lebenslauf 117

Vil



Abkiirzungsverzeichnis

1  Abkirzungsverzeichnis

AF

AIS
APP
AMAC
APSC
ASC
BP

BS
CRP
CSF
ADiHA

DIMPAST
DMMB
EDS
ELBW
FACE

FN

fVBS

GAG
gGAG

HA
hyp

LBW

max. BP

amniotic fluid = Fruchtwasser

Amnioninfektionssydrom

Akute-Phase-Protein

2-Aminoacridon

acid pepsin soluble collagen = sdure- und pepsinlosliches Kollagen
acid soluble collagen = sdaureldsliches Kollagen

max. bursting presssure = maximaler Reissdruck

Blasensprung

C-reaktives Protein

colony stimulating factors = Kolonie-stimulierende Faktoren

2-acetamido-2-deoxy-3-0-(4-deoxy-a-L-threo-hex-4-enopyranosyluronic acid)-
D-glucose, Gehalt wird angegeben in mg ADiHA pro g Eihaut [mg/g],
reprasentiert den Hyaluronsaure-Gehalt

Device for the Investigation of the Mechanical Properties of Amniotic Sac Tissue
1,9-dimethylmethylenblau

Ehlers-Danlos-Syndrom

extremely low birth weight

fluorophore-assisted carbohydrate electrophoresis

Fibronektin

friiher vorzeitiger Blasensprung, engl.: PPROM, Geburt vor der 37. SSW mit
einem Blasensprung vor Einsetzten der Wehen

Glykosaminoglykan

gesamt-Glykosaminoglykan-Gehalt (siehe auch Uronsdure), Gehalt angegeben
in mg Uronsaure pro g Eihaut [mg/g] (siehe auch Uronsaure)

Hyaluronic Acid = Hyaluronsaure / Hyaluronan

Hydroxyprolin, Gehalt wird angegeben in mg Hydroxyprolin pro g Eihaut [mg/g],
reprasentiert den gesamt Kollagen-Gehalt

Interleukin
low birth weight

max. bursting pressure = maximaler Reissdruck [kPa]



min

NIH

NSC
PAGE
PAGE-FS

p. C.

p. M.

ROM

Preterm

RDS

PPROM

PROM

PSC
RT
SGAG

SROM

SSW

Term

TSC

Uronsaure

VBS

VLBW

Volume

Abkiirzungsverzeichnis

Minute

National Institute of Health

neutral salt soluble collagen = neutrales salzl6sliches Kollagen
Polyacrylamid-Gelelektrophorese

polyacrylamid gelelectrophoresis of fluorophore labeled saccharides
post conceptio

post menstruationem

rupture of membranes = Offnung der Fruchtblase wird als Blasensprung
bezeichnet

Geburt vor der 37. SSW mit zeitlich regelgerechten Blasensprung (Friihgeburt)
respiratory distress syndrome = Atemnotsyndrom

preterm premature rupture of membranes = friiher vorzeitiger Blasensprung,
Geburt vor der 37. SSW mit einem Blasensprung vor Einsetzten der Wehen
(fvBS)

premature rupture of membranes = vorzeitiger Blasensprung (VBS), Geburt
nach der 37. SSW mit einem Blasensprung vor Einsetzten der Wehen

pepsin soluble collagen = pepsinlosliches Kollagen
Raumtemperatur

sulfierte Glykosaminoglykane, Gehalt angegeben in mg sulfierte
Glykosaminoglykane pro g Gewebe [mg/g]

spontaneous rupture of membranes, rechtzeitiger Blasensprung; Wehen, d. h.
muttermundswirksame Uterus-Kontraktionen haben eingesetzt und der
Muttermund ist vollstéandig gedffnet

Schwangerschaftswoche

Geburt nach der 37. SSW mit zeitlich regelgerechten Blasensprung (,,normale”
Geburt)

total soluble collagen = Gehalt an gesamt-l6slichen Kollagen (= NSC + APSC),
angegeben in mg Kollagen pro g Gewebe [mg/g]

Gehalt an Uronsaure wird angegeben in mg Uronsaure pro g Eihaut [mg/g],
reprasentiert den gesamt-Glykosaminoglykan-Gehalt (siehe auch gGAG)

vorzeitiger Blasensprung, engl.: premature rupture of membranes, Geburt nach
der 37. SSW mit einem Blasensprung vor Einsetzten der Wehen

very low birth weight

Messwert der Fluoreszenz der ADiHA-Banden, angegeben in Summe der
Intensitaten der Pixel innerhalb der Volumenmarkierung multipliziert mit der
Pixelfliche (INTxmm?)
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2  Einleitung

Die humanen fetalen Eihaute, auch Fruchtblase genannt, sind geschichtet und bestehen aus
den beiden Hauptschichten Amnion und Chorion. Sie umschlieBen den Fétus wahrend der
Schwangerschaft und schitzen ihn vor aufsteigenden Infektionen. Die Eihaut enthalt das
Fruchtwasser, das dem Ungeborenen Schutz gegen mechanische Einwirkungen bietet, ein
gleichmaRiges Wachstum und Bewegungen im Mutterleib erlaubt sowie das Praktizieren des
Schluckvorgangs ermoglicht. Der Blasensprung, d.h. der Riss der Fruchtblase, erfolgt
normalerweise unter dem Einfluss muttermundwirksamer Kontraktionen (Wehen) [16, 111].
Wenn der Blasensprung vor Einsetzen der Wehen reiflt, spricht man von einem vorzeitigem
Blasensprung (VBS). Wenn der VBS zudem vor Erreichen der vollendeten
37. Schwangerschaftswoche (SSW) geschieht, wird dies friiher vorzeitiger Blasensprung

(fVBS) genannt [2].

Wadhrend eine normale Schwangerschaft durchschnittlich 40 SSW dauert, wird eine
Frihgeburt als Geburt vor der vollendeten 37. SSW definiert [161]. Im Jahr 2010 betrug die
weltweite Frihgeburtenrate je nach Land 5-18 %. Frihgeburten werden als kritisch
angesehen, da sie als Hauptursache aller neonatalen Sterbefille gelten und neben der
Lungenentziindung die zweit haufigste Todesursache fir Kinder unter 5 Jahren
darstellen [21]. Sehr kleine Frihgeborene kénnen lebenslange Behinderungen davontragen.
Hinzu kommen die psychische Belastung fir Mutter und Kind sowohl wahrend als auch nach
der intensivmedizinischen Betreuung. AuBerdem entsteht ein immenser Kostenaufwand fiir
das Gesundheitssystem durch den Mehraufwand an intensivmedizinischen und
physiotherapeutischen Behandlungen wahrend und nach dem Krankenhausaufenthalt. Es
gibt viele Faktoren, die zu einer Friihgeburt fihren kénnen; mit 25 % ist der fVBS allerdings
die Hauptursache [123]. Kénnte ein fVBS prognostiziert werden, konnten gegebenenfalls
Vorkehrungen getroffen werden, um eine Frithgeburt zu verhindern und MaBBnahmen wie
das Legen einer Cerclage oder ein Muttermundsverschluss verhindert werden. Bis heute gibt
es kein medizinisches Hilfsmittel, um eine bevorstehende Frithgeburt oder einen

bevorstehen fVBS zuverldssig vorherzusagen.
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Im Projekt ,CARA“ (lat.: lieb, teuer, Gesicht; Chorio-Amniotic Rupture Anticipation) soll mit
Hilfe einer Messsonde nichtinvasiv und beriihrungslos mechanische, optische und andere
Parameter am cervikalen Pol (mechanisch am wenigsten belastbarer Teil) der Fruchtblase

gemessen werden. Dadurch soll die Prognose einer Friihgeburt moglich werden.

Es wird allgemein angenommen, dass nicht nur die physikalischen Krafte der Wehen alleine
einen Blasensprung auslésen, sondern dass auch biochemische Veranderungen der
extrazelluldren Matrix (EZM) der Eihdute eine bedeutende Rolle spielen [74]. Im Fall des VBS
und fVBS ist es wahrscheinlich, dass ein Ungleichgewicht zwischen den EZM-Komponenten
herrscht, die schlussendlich einen Blasensprung ausldésen, ohne dass die mechanischen
Krafte der Wehen Ulberhaupt eingesetzt haben. Obwohl deren genaue Bedeutung bisher
unbekannt ist, geht man davon aus, dass vor allem die Veranderung von
Glykosaminoglykanen, insbesondere der Hyaluronsadure, und Kollagen die biochemischen

Eigenschaften der Fruchtblase bestimmen [90].

Daher untersucht die vorliegende Arbeit in vitro, ob biochemische Parameter wie Kollagene
und Glykosaminoglykane zusammen mit dem Wassergehalt im direkten Zusammenhang mit
den mechanischen Eigenschaften wie Dicke und dem maximalen Reissdruck der Eihdute
stehen. Die vorliegende Arbeit ist ein Teilprojekt von CARA und untersucht, welche
Parameter Aufschluss (iber eine bevorstehende Friihgeburt geben, als Biomarker dienen

konnten und mit der Messsonde ermittelt werden sollten.
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3  Maedizinisch-Biologischer Hintergrund

3.1 Schwangerschaft

Eine normale Schwangerschaft dauert 38 Wochen, also 267 Tage. Man spricht hierbei von
267 Tagen p.c. (post conceptionem = nach Empféngnis). Da der Tag der Empfangnis
allerdings nicht immer bekannt ist, hat sich eine andere Berechnung der
Schwangerschaftsdauer, auch Gestationszeit genannt, etabliert. Hierbei rechnet man vom
ersten Tag der letzten Regelblutung bei einem 28-Tage-Zyklus, was zu einer
Schwangerschaftsdauer von 281 Tagen p. m. (post menstruationem = nach Regelblutung)
fihrt. Man spricht hier auch von 40 Schwangerschaftswochen (SSW) [48]. Um
Fehlberechnungen zu vermeiden, wird das Gestationsalter in der Fachliteratur ausschlieRlich
in Schwangerschaftswochen p. m. angegeben. So schreibt man beispielsweise eine
Schwangerschaft, die genau 40 Wochen und 0 Tage p.m. (entspricht 38 Wochen p. c.)
andauert als ,,40 + 0 SSW“. Von allen Geburten in Deutschland werden nur 4 % der Kinder

zum errechneten Termin geboren [70].

3.2 Die fetale Eihaut

Die humane fetale Eihaut, auch Fruchtblase genannt (siehe Abbildung 1), umschlieft das
ungeborene Baby wiahrend der Schwangerschaft und schiitzt es vor aufsteigenden
Infektionen. Die Eihaut enthalt das Fruchtwasser, das dem Ungeborenen Schutz gegen
mechanische Einwirkungen und eine gleichbleibende Temperatur bietet; es erlaubt dem

Baby ein gleichmaBiges Wachstum und sich im Mutterleib frei zu bewegen [16, 111].
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Abbildung 1: Menschlicher Fetus gegen Ende des 1. Trimesters umgeben von der Fruchtblase [134]

Das Fruchtwasser ist eine klare Fllssigkeit mit niedriger Dichte und wird wahrend der
Schwangerschaft vom Baby getrunken und wieder ausgeschieden. Das Fruchtwasser besteht
aus Proteinen, Kohlenhydraten, Lipiden, Natriumchlorid, Natrium, nicht-proteinogenem
Stickstoff, Harnstoff, Harnsdure, Hormonen und Kreatininen. In den ersten
Schwangerschaftswochen ist auBerdem Bilirubin nachweisbar. Nach der 36. SSW erhoht sich
die Zahl der Phospholipide. Um den Geburtszeitraum sind hohe Konzentrationen an
Prostaglandin nachweisbar, das flir das spontane Einsetzen der Wehen verantwortlich
gemacht wird [29, 110]. Nach 40 SSW betrédgt das Volumen des Fruchtwassers etwa 800 mL
und besteht zu 98 — 99 % aus Wasser. Das Fruchtwasser ist eine dynamische Fliissigkeit. Die
chemische Zusammensetzung ist also nicht in jeder Schwangerschaftswoche gleich, sondern
andert sich. Die Osmolaritat zum Beispiel steigt mit den Schwangerschaftswochen an, da der
hypertonische fetale Urin beginnt in die fetalen Eihdute einzudringen. Die Komponenten des

Fruchtwassers spiegeln den Status der embryonalen Entwicklung wider. Deren Bestimmung
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kann also ein nitzliches Hilfsmittel sein, um den metabolischen Status der feto-plazentaren

Einheit darzustellen [95].

Die fetalen Eihdaute sind 100 bis 800 um dick und bestehen aus dem Amnion und dem
Chorion. Das Amnion ist die innere Schicht und steht im Kontakt mit dem Fruchtwasser. Das
Chorion hingegen ist die duBere Schicht und mit der mitterlichen Dezidua, der
Gebarmutterschleimhaut, verbunden. Amnion und Chorion bestehen jeweils aus zwei
weiteren Schichten: Bindegewebe und Epithelschicht Wenn sich Amnion und Chorion
trennen, ist die Zwischenschicht, auch Stratum Intermedium genannt, die Amnion und

Chorion verbindet, gut erkennbar (siehe Abbildung 2).

T

Amnionepithel

T

Amnionbindegewebe

T

Zwischenschicht

T

Chorionbindegewebe

T

Chorionepithel

Abbildung 2: Querschnitt einer menschlichen fetalen Eihaut, Toluidinblaufarbung, 250fache
VergroBRerung (modifiziert) [52]

Die Zwischenschicht setzt sich aus kollagenem Bindegewebe zusammen und weist ein hohes
Wasserbindungsvermogen auf. Unter der mechanischen Belastung der Wehen neigt diese
Schicht dazu sich zu verfliissigen, sodass eine Trennung von Amnion und Chorion begiinstigt

wird. Dies spielt eine wichtige Rolle bei der Erklarung des vorzeitigen Blasensprungs [52].
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Obwohl das Chorion dicker ist als das Amnion, wird die Reil}festigkeit vor allem dem Amnion

zugeschrieben [111].

3.2.1 Entstehung der fetalen Eihaut

Etwa 24 Stunden nach der Befruchtung startet die befruchtete Eizelle ihre erste Zellteilung.
Bis zum 4.Tag erfolgen verschiedene weitere Zellteilungen und die Blastozyste (siehe
Abbildung 3) entsteht aus der Morula. Die innere Zellmasse wird Embryoblast @ und die
duBere Zellschicht wird Trophoblast ® genannt. Die fetalen Eihdute und die Placenta
entstehen ausschlieBlich aus dem Trophoblast. Der Trophoblast umgibt die
Blastozystenhdhle @, wohingegen der Embryoblast nur an einer Stelle an der

Trophoblastenschicht, dem sogenannten embryonalem Pol der Blastozyste, zu finden ist.

@ Embryoblast
@ Zona Pellucida
@ Trophoblast
@ Blastozystenhdhle

Abbildung 3: Blastozyste Schema (modifiziert) [162]

Das Verhiltnis von Embryoblast zu Trophoblast betrdgt etwa 1:10. Die Schutzhiille wird Zona
Pellucida @ genannt und wird schlussendlich enzymatisch aufgel6st. Die Blastozyste
entschlipft und zum Ende der ersten Schwangerschaftswoche nistet sie sich im oberen
Drittel der Uterusschleimhaut (Endometrium) ein, infiltriert das Endometrium und bildet so

eine dulere Schicht, das Chorion, sowie die Placenta. Der Embryoblast entwickelt sich
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ebenfalls weiter und bildet die drei Keimblatter Ektoderm, Mesoderm und Endoderm. Aus
diesen Schichten werden alle Organe des Korpers geformt. Die inneren Schichten hingegen
formen das Amnion und bilden mit dem Ektoderm die Amnionhdhle. Das Ektoderm bildet
den Dottersack, der den Embryo nahrt, bis die Gebarmutter vollstandig ausgebildet ist. Nach
vier Wochen ist der Dottersack verschwunden und das Amnion umhillt den Embryo
vollstandig. Ab der fiinften Woche liegen Amnion und Chorion dicht beieinander und bilden

die sogenannte Eihaut oder Fruchtblase [16, 163].

3.2.2 Die extrazellulare Matrix der fetalen Eihaute

Organe bzw. deren Gewebeverbund besteht aus Zellen und extrazellularer Matrix (EZM). Die
EZM  wiederum besteht aus zwei Klassen extrazelluldrer = Makromolekile:
Glykosaminoglykane und Faserproteine wie Elastin, Fibronektin, Laminin und Kollagen [3].
Elastin kommt in menschlichen Eihduten nicht vor [64]. Abbildung 4 zeigt die wichtigsten
EZM-Komponenten von Amnion und Chorion, die in den nachfolgenden Abschnitten naher

erklart werden.

Extrazelluldre Matrix MMP oder TIMP
Amnicn
Epithel MMP-1,-2,-9
Basalmembran Kollagen Typ III,IV,V; Laminin, Fibronektin
Zona compacta Kollagen Typ LIV, VI; Fibronektin
Fibroblastenschicht Kollagen Typ LIV, Laminin, Fibronektin MMP-1.-9, TIMP-1
Zona spongiosa Kollagen Typ LIILIV; Protecglykane
Chorign
Zona reticularis Kollagen Typ LIILIV,VI; Proteoglykane
Basalmembran Kollagen Typ IV, Laminin, Fibranektin
Trophoblast MMP-9

Abbildung 4: EZM-Bestandteile von Amnion und Chorion [36]
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3.2.2.1 Kollagen

Kollagen ist ein nicht dehnbares Protein mit der Zugfestigkeit von Stahl. Als Hauptbestandteil
der extrazellularen Matrix macht Kollagen 25 —30 % der Gesamtproteinmasse bei Sdaugern

aus [3, 17].

In einem typischen Kollagen-Molekil sind jeweils drei linksspiralige Polypeptidketten,
sogenannte a-Ketten oder a-Helices, rechts-gerichtet umeinander gewunden. Man spricht
hierbei von einer Triple-Helix [3, 17]. Bisher wurden etwa 25 verschiedene a-Ketten
entdeckt. Obwohl daraus theoretisch (iber 10.000 verschiedene Kollagenmolekiile gebaut
werden konnten, wurden bisher nur etwa 15 verschiedene Kollagen-Typen gefunden. Die
a-Ketten sind reich an den Aminosauren Prolin und Glycin. Prolin stabilisiert mit seiner Ring-
Struktur die helikale Konformation des Kollagen-Molekiils. Glycin ist die kleinste existierende
Aminosaure und ermoglicht es den a-Ketten dadurch, dicht gepackt die Kollagen-Superhelix
zu formen [3]. Da Glycin an etwa jeder dritten Stelle (33,5 %) vorkommt, spricht man von der
Aminosaure-Abfolge Gly-X-Y. X ist haufig Prolin (12 %) und Y ist hierbei haufig Hydroxyprolin
(10 %). Hydroxyprolin wird erst bei der Synthese der a-Ketten aus Prolin hergestellt und ist
somit spezifisch fir jedes Kollagen-Molekiil. Wenn diese Hydroxylierung nur ungeniligend
geschehen sollte, entsteht ein sehr instabiles Molekil. Jede a-Helix besteht aus
333 Aminosduren. Somit besteht ein Kollagen-Molekil aus 3x333, also fast

1.000 Aminosauren [17].

Kollagenmolekiile wiederum sind in diinne Kollagen-Fibrillen (Durchmesser ca. 10-300 nm)
zusammen gepackt (siehe Abbildung 5). In diesen Fibrillen sind nebeneinanderliegende
Molekile durch kovalente Quervernetzungen neben benachbarten Lysinresten miteinander
verbunden. Dadurch bekommen die Fibrillen enorme Zugfestigkeit [3]. Die tripelhelikalen
Abschnitte der Kollagentypen haben eine dhnliche Lange und kénnen dadurch in die gleiche
Fibrille eingebaut werden. So sind natirlich vorkommende Fibrillen meistens

Mischfibrillen [80].
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Abbildung 5: Aufbau einer Kollagen-Fibrille (modifiziert) [3]

Kollagen-Fibrillen verbinden sich oft zu langeren kabeldhnlichen Biindeln, die man unter dem

Lichtmikroskop als Kollagen-Faser sehen kann [3].

Wie wichtig Kollagen fiir die Stabilitdt der menschlichen Eihdute ist, wird bei Patientinnen,
die an dem Ehlers-Danlos-Syndrom (EDS) leiden, ersichtlich. Das EDS ist eine heterogene
Gruppe von genetischen Bindegewebsstérungen, von denen bisher 11 Untertypen bekannt
sind, die unter anderem durch die Fragilitdit des Gewebes charakterisiert ist. Die meisten
EDS-Typen sind durch Mutationen in Genen bedingt, die fiir diverse Kollagenketten oder
Enzyme im Kollagenstoffwechsel kodieren. Bei dieser Krankheit ist die Rate von Fehl- und
Frihgeburten erhoht. AuBRerdem ist auch das Auftreten eines friihen vorzeitigen
Blasensprungs bei Frauen mit EDS gehauft [83]. Patientinnen mit EDS kdnnen ein erhdhtes
Risiko fir Frithgeburten aufgrund von Zervixinsuffizienz oder frilhem vorzeitigem
Blasensprung haben [148]. Es wird sogar vermutet, dass einige Falle von friihem vorzeitigem
Blasensprung durch systemische Bindegewebserkrankungen hervorgerufen werden, die

durch einen bisher unbekannten EDS-Typ ausgeldst wurde [57].

In menschlichen Eihduten kommen ausschlieBlich Kollagen Typ I, I, IV, V und VI vor [36].
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Kollagen Typ |

Kollagen Typ | macht ca. 80 % allen Kollagens aus [17], gehért zu den fibrillaren Kollagenen
[79] und ist ein langes (300 nm) und diinnes (1,5 nm Durchmesser) Protein. Es besteht aus
zwei verschiedenen a-Ketten (ay(l) und a,(l)), wobei sich die Tripelhelix aus zwei a; und
einer a, Kette zusammensetzt (kurz geschrieben: [al(l)],[a2(l)]). Jede dieser Ketten besteht
aus genau 1050 Aminosauren. a;l hat dabei ein Molekulargewicht von 127 kDa und ol ein
Molekulargewicht von 116 kDa [79][105]. Das Gen von as(l) bezeichnet man als COL1A1
(Chromosomposition: 17q21.3-g22) und das Gen von a;(l) als COL1A2 (Chromosomposition:
7921.3-g22) [99].

Kollagen Typ Il

Kollagen Typ Il gehort ebenfalls zu den fibrillaren Kollagenen [79], besteht im Gegensatz zu
Kollagen Typ | jedoch aus lediglich einem Monomer: aylll. Diese Kette hat ein
Molekulargewicht von 97 kDa. Zudem sind die die Fasern von Kollagen Typ Il mit 30-50 nm
Durchmesser dinner als die des Kollagen Typ | [78][17]. Das Gen des Kollagen Typ llI
Monomers wird als COL3A1 bezeichnet und befindet sich auf dem menschlichen

Chromosom 2 auf Position 2g24.3-g31 [79].
Kollagen Typ IV

Kollagen Typ IV, auch Basalmembran-Kollagen genannt, gehort zur Gruppe der flachig
netzbildenden Kollagene [79][80]. Dieses Kollagen ist langer als die fibrillaren Kollagene und
enthalt einige Unterbrechungen in der Gly-X-Y-Sequenz [42]. Durch diese wenige
Aminosauren langen Unterbrechungen ist das Kollagen flexibler als die fibrillaren Kollagene
[80]. Kollagen Typ IV hat sechs verschiedene Kollagen IV a Ketten, woraus sich drei
verschiedene Typen von Heterotrimeren ergeben: [al(IV)],a2(1V), a3(IV)a4(IV)a5(IV) und
[a5(1V)],a6(1V) [42].

Kollagen Typ V

Kollagen Typ V gehort wie Typ | und Typ lll zu den fibrillaren Kollagenen [79]. Zumeist ist
Kollagen Typ V in den Kern der Kollagen Typ | Fibrillen eingelagert und hilft, das Wachstum
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der Kollagen Typ | Fibrillen zu regulieren [20], und hat somit auch eine kontrollierende
Funktion auf die Dicke des Kollagen Typ | [17]. Kollagen Typ V kommt als zwei verschiedene

Heterotrimere vor: [a1(V)],a2(V) und al(V)a2(V)a3(V) [3].
Kollagen Typ VI

Kollagen Typ VI wird als fibrillenassoziiertes [79] oder mikrofibrillares Kollagen bezeichnet
und ist unter dem Lichtmikroskop als 105 nm langes Stdbchen sichtbar [47]. Dieses Kollagen
geht iber Quervernetzungen haufig Bindungen mit Kollagen Typ | ein [17]. Die Kollagen-
Molekiile bestehen aus 3 verschiedenen a-Ketten: al(VI)a2(VI)a3(VI) [47]. Kollagen Typ VI
gilt als besonders resistent gegen enzymatischen Abbau, da das Kollagen einen hohen Anteil
an Disulfidbricken aufweist. Diese Disulfidbriicken spielen eine wichtige Rolle bei der

Bildung der Mikrofilamente und der Stabilitat der Tripelhelix [71].

3.2.2.2 Glykosaminoglykane

Glykosaminoglykane (GAGs) sind lange, unverzweigte, negativ geladene Polysaccharidketten,
die aus sich wiederholenden Disaccharideinheiten aufgebaut sind. Glykosaminoglykane, die
kovalent an ein Kernprotein gebunden sind, nennt man Proteoglykane. Die Disaccharide
bestehen jeweils aus zwei Zuckern: einem Aminozucker (N-acetylglucosamin oder N-
acetylgalactosamin) und meistens einer Uronsdure (Glukuronsdure oder Iduronsaure).
Aufgrund ihrer negativen Ladung sind GAGs von osmotisch aktiven Kationenwolken (vor
allem Na®) umgeben, die dazu fiihren, dass eine groRe Menge Wasser in die Matrix gesaugt
wird. Durch den so erzeugten Quelldruck ist die Matrix in der Lage, Druckkraften
entgegenzuwirken (im  Gegensatz zu Kollagen-Fibrillen, die  Dehnungskraften
entgegenwirken). In Bindegeweben, zu denen auch die fetalen Eihdute zdahlen, machen GAGs
zwar nur 10 % des Gewichts aller Faserproteine aus, sie fillen aufgrund ihrer pords
hydratisierten Geleigenschaften jedoch den meisten extrazelluldaren Raum aus. Aus diesem
Grund ist eine mogliche Funktion der GAGs das Wirken als selektives Sieb, das den Transport
von Molekilen und Zellen aufgrund ihrer GréRRe, Ladung oder beides reguliert. AuBerdem
konnen Proteoglykane die Aktivitdt von sekretierten Proteinen in verschiedener Weise

regulieren, wobei Zelloberflachenproteoglykane als Co-Rezeptoren fungieren kénnen [3].
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Folgende Glykosaminoglykane kommen im menschlichen Bindegewebe vor [17]:

Hyaluronsaure

Hyaluronsdure, auch Hyaluronan genannt, besteht aus langen Ketten, die etwa 250 bis
50.000 sich wiederholende Disaccharide beinhalten. Jede Disaccharideinheit besteht aus
D-Glukuronsaure, die glykosidisch B(1—3) an N-Acetyl-D-glucosamin gebunden ist. Die
Disaccharide wiederum sind glykosidisch B(1->4) aneinander gebunden (siehe Abbildung
6) [44].

Abbildung 6: Ausschnitt eines Hyaluronsaure-Molekiils (modifiziert) [133]

Hyaluronsdure besitzt als einziges GAG kein Kernprotein und braucht ein Linkprotein, um
sich an ein Protein heften zu kénnen und damit Bestandteil eines Proteoglykan-Aggregats zu
werden. Zudem ist Hyaluronsdure das einzige GAG, das nicht sulfiert ist. Da Hyaluronsaure
stark negativ geladen ist, hat sie eine sehr groRe Affinitdat zu Wasser [17]. Dabei kann 1g

Hyaluronsaure bis zu 6 L Wasser binden [137].

Chondroitinsulfat (CS) / Dermatansulfat (DS)

Die D-Glukuronsaure bei diesen GAGs ist teilweise in L-lduronsdure umgewandelt. Der Grad
dieser Umwandlung entscheidet dariiber, ob es sich um Chondroitinsulfat oder
Dermatansulfat handelt [45]. Chondroitin-4-Sulfat und Chondroitin-6-Sulfat sind die meist
verbreiteten GAGs und haufig an Hyaluronsdure oder an die Zellmembran gebunden.

Dermatansulfat tritt haufig in Kombination mit Chondroitinsulfat auf, geht aber keine
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Verbindung mit Hyaluronsdaure ein. Dermatansulfat-Proteoglykane spielen eine

kontrollierende Rolle bei der Reifung von Kollagen-Fibrillen [17].
Heparin / Heparansulfat (HS)

Heparin ist ein gerinnungshemmendes GAG und besteht aus dem Aminozucker
D-Glukosamin, das glykosidisch a(1—4) an die Uronsdure L-lduronsdure oder
D-Glukuronsdure gebunden ist. L-lduronsaure ist ebenfalls a(1—4) und D-Glukuronsaure
B(1—4) an den nachsten Rest gebunden. Heparansulfat unterscheidet sich strukturell nicht

von Heparin. Die beiden GAGs sind lediglich in ihrem Sulfatanteil verschieden [45].
Keratansulfat (KS)

Keratansulfat ist das einzige GAG, das keine Uronsaure besitzt [45]. Keratansulfat geht haufig
Verbindungen mit Chondroitinsulfat und Hyaluronsaure ein und kontrolliert die raumliche

Ausrichtung von Kollagen-Fibrillen und —Fasern [17].

3.2.2.3 Fibronektin

Fibronektin ist ein grofles Glykoprotein (als Monomer 220 — 240 kDa), das Zellen helfen
kann, an die extrazellulare Matrix zu binden. Es wirkt mit bei der Organisation der Matrix
und ist fur die Zellmigration in Wirbeltierembryos wichtig. Fibronektin ist aus zwei grofSen
Untereinheiten (Polypeptidketten) aufgebaut, die durch zwei Disulfidbriicken verbunden
sind. Jede dieser Untereinheiten besteht wiederum aus drei Modulen (Typ I, Il und IIl). Je
nach Haufigkeit der Modultypen entstehen verschiedene Fibronektine. Typ | bindet an

Fibrin, Typ Il an Kollagene und Typ lll an Integrine und Zellmembranen [55].

3.2.2.4 Laminin

Laminin ist ein kreuzférmig gestaltetes, dimeres Glykoprotein, das nur in der Basalmembran,
also der Schicht zwischen Bindegewebe und Epithelium, vorkommt. Jedes Laminin-Molekiil
ist ein Heterotrimer, das aus einer Alpha-, einer Beta- und einer Gamma-Kette besteht.

Bisher wurden 15 Laminin-Trimere identifiziert, von denen das Laminin-1 die klassische
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Version darstellt. Laminin ist unter anderem an Zelladhdsion, -wanderung

und -differenzierung beteiligt und hat wachstumsfaktorahnliche Funktionen [3, 55].

3.2.2.5 MMPs und TIMPs

Der regulierte Turnover der EZM-Makromolekiile ist entscheidend fiir eine Vielzahl von
wichtigen biologischen Prozessen. Einer dieser Turnover ist der zeitgerechte Abbau der
EZM-Molekile. Der Abbau kann enzymatisch oder nicht enzymatisch vonstattengehen. Im
ersteren Fall erfolgt der Abbau mittels einer Protease, die zu einer der zwei Gruppen
gehoren: Serinproteasen oder Matrixmetalloproteinasen (MMPs). MMPs stellen den
groReren Teil der Proteasen dar und sind notwendig, um embryonale Entwicklung,
Morphogenese, Reproduktion und Geweberesorption und —umbau zu ermdglichen [3, 39,

100].

Bisher sind bei Sdugetieren mindestens 28 MMPs bekannt (siehe Abbildung 7). MMPs sind
aus drei Domanen aufgebaut: dem Propeptid (ca. 80 Aminosauren), der katalytischen
Domdne (ca. 170 Aminosdauren) und der C-terminalen Hamopexin-dhnlichen Domane
(ca. 210 Aminosauren). MMPs werden als Zymogene sezerniert und durch die Abspaltung
der Propeptid-Domane aktiviert. Diese Propeptide, die Teil des “Cystein-Switch” sind,
beinhalten einen konservierten Cystein-Rest, der das katalytische Zink bindet, um die
Latenzzeit der pro-MMPs aufrechtzuerhalten. MMPs gehoren somit zur Gruppe der Zink-
Enzyme und reprdsentieren einen wichtigen Teil dieser Enzymgruppe. Die katalytische
Domane beinhaltet ein Zink bindendes Motiv und ein konserviertes Methionin. Aullerdem
besitzt diese Domane ein zusatzliches strukturelles Zinkion sowie 2 - 3 Kalziumionen, die flr
die Stabilitat und die Expression der enzymatischen Aktivitdit benétigt werden. Die
Hamopexin-dhnliche C-terminale Domaéne ist essentiell fiir Kollagenasen, um interstitiell

Triple-Helices zu schneiden [4, 15, 22, 23, 30, 101, 139, 150, 153].
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MMP number Collagenases
MMP-1 Collagenase 1
MMP-2 Gelatinase A
MMP-3 Stromelysin 1
MMP-7 Matrilysin
MMP-8 Collagenase 2
MMP-9 Gelatinase B
MMP-10 Stromelysin 2
MMP-11 Stromelysin 3
MMP-12 Macrophage elastase
MMP-13 Collagenase 3
MMP-14 MT-1-MMP
MMP-15 MT-2-MMP
MMP-16 MT-3-MMP
MMP-17 MT-4-MMP
MMP-18 Collagenase 4
MMP-19 no trivial name
MMP-20 Enamelysin
MMP-21 XMMP (Xenopus)
MMP-22 CMMP (chicken)
MMP-23 no trivial name
MMP-24 MT-5-MMP
MMP-25 MT-6-MMP
MMP-26 Matrilysin-2, Endometase
MMP-27 human homologue of CMMP (MMP-22)
MMP-28 Epilysin

Abbildung 7: Liste der bisher entdeckten Sdugetier-MMPs (modifiziert) [107, 153]

Die wichtigsten Inhibitoren der MMPs sind die sogenannten “tissue inhibitors of matrix
metalloproteinases” (TIMPs). Bisher sind 4 TIMPs (TIMP-1 bis TIMP-4) bekannt, von denen
auch alle in den fetalen Eihdauten vorkommen. Als Inhibitoren der MMPs spielen TIMPs eine
Schlisselrolle bei der Erhaltung des Gleichgewichts zwischen den EZM-Komponenten, indem
sie in verschiedenen physiologischen Prozessen mitwirken [41, 50]. Ein Ungleichgewicht
zwischen MMPs und TIMPs, d. h. eine erhéhte MMP- oder erniedrigte TIMP-Konzentration

kann zur Degradierung der EZM fiihren.
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3.23 Der Blasensprung

Die Offnung der Fruchtblase wird als Blasensprung (engl. ROM = rupture of membranes)
bezeichnet. Man spricht von einem rechtzeitigen spontanen Blasensprung
(engl. SROM = spontaneous rupture  of  membranes), wenn Wehen, d.h.
muttermundswirksame Uterus-Kontraktionen, eingesetzt haben und der Muttermund sich
offnet. Dies kommt bei etwa 2/3 aller Geburten vor. Als vorzeitigen Blasensprung (VBS;
engl. PROM = premature rupture of membranes) bezeichnet man den Sprung der
Fruchtblase vor Beginn der Eroffnungsperiode, d.h. vor dem Beginn der
muttermundswirksamen Wehen. Weiterhin wird ein VBS vor vollendeter 37. SSW als friiher
vorzeitiger Blasensprung (fVBS, engl. PPROM = preterm premature rupture of membranes)
bezeichnet [2, 48, 111]. Es wird allgemein angenommen, dass nicht nur die physikalischen
Krafte der Wehen alleine einen Blasensprung ausldsen. Biochemische Veranderungen der
EZM begilinstigen zusatzliche eine Ruptur der Eihaut und spielen somit eine wichtige Rolle
[74]. Im Falle des VBS und fVBS ist es wahrscheinlich, dass ein Ungleichgewicht der EZM-
Komponenten auftritt, das zu einem verfriihten Blasensprung ohne die mechanischen Krafte

der Wehen fuhrt.

3.2.4 Biomechanische Aspekte fetaler Eihaute

Obwohl deren genaue Beteiligung bisher unklar ist, bestimmt vor allem die Veranderung
sowohl der Glykosaminoglykane, im Speziellen der Hyaluronsédure, als auch der Kollagene die

mechanischen Eigenschaften der fetalen Eihaut [90].

Kollagen, vor allem Kollagen Typ |, das das haufigste Kollagen in fetalen Eihduten ist, ist von
Natur aus gekrduselt und im belastungsfreien Zustand durchgehend gewellt. Klassische
Modelle gehen davon aus, dass sich eine Kollagenfaser erst glattet, bevor sie in der Lage ist
Last zu tragen. Wenn solch eine Faser gedehnt wird, fangt sie an sich zu glatten und tragt in
diesem Zustand noch keine Last. Erst wenn die Kollagenfaser geglattet ist, wird sie belastet
und als linear elastisch angesehen. Wenn man sich in Abbildung 8 als nachstes eine Gruppe

von Kollagenfasern anschaut, sieht man, dass verschiedene Kollagenfasern (Faser 1-5)
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verschiedene Gerade an Welligkeit haben und somit auch unterschiedlich lang sind
(Lo = urspriingliche Lange, L=vorherrschende Ldnge). Mit zunehmender Dehnung (eine
MessgrofRe der Deformation, definiert als A = L/L,) glatten sich die Fasern unterschiedlich
schnell. Wenn man A gegen P (Spannung = Kraft pro urspriinglichem Probenquerschnitt,
dhnlich dem Druck) auftragt, entsteht eine Spannungs-Dehnungs-Kurve. In Region | haben
noch fast alle Fasern ihre urspriingliche Lange. Faser 1 ist am wenigsten gekrduselt und
glattet sich als erstes, gefolgt von den Fasern 2-4 (siehe Region Il und IIl). Je mehr Fasern
geglattet sind, desto hoher wird die Traglast des Gewebes. In den Regionen I-IV hat die
Spannungs-Dehnungs-Kurve einen nicht-linearen Zusammenhang. Erst wenn alle Fasern

geglattet sind, hat die Spannung-Dehnungs-Kurve einen linearen Bereich (Region IV).

Region | Region Il Region Il Region IV

Faser 2 f\/\/\\; —

PTLERIEERRANNNANY
T
&
w
ae

Abbildung 8: Gruppe von Kollagenfasern mit unterschiedlicher Krauselung (modifiziert) [63]

Es gibt zahlreiche Studien, in denen die mechanische Belastbarkeit der fetalen Eihdute
untersucht wurde. Bei einem Blasensprung reiffen Amnion und Chorion gewohnlich nicht
gleichzeitig. In der Literatur herrscht jedoch Uneinigkeit, ob bei einem Blasensprung zuerst
das Amnion oder das Chorion reillt. Man ist sich jedoch einig dariber, dass das Amnion
mechanisch belastbarer ist als das Chorion [69, 109, 129], da die amniotischen Bestandteile
wesentlich weniger dehnbar sind [108]. Bei in-vivo Untersuchungen reilSt bei mechanischer

Belastung das Chorion vor dem Amnion [104]. Schwachstellen oder Verdiinnungen der
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Membranstruktur werden oft als Initiator fir den mechanischen Zusammenbruch der
fetalen Eihaut genannt [94]. Vergleichende Studien mit Ratten zeigten eine erhohte
Apoptose-Rate im Amnion zum Ende der Schwangerschaft hin. Es wird vermutet, dass
Fissuren vor allem im Bereich der Zervix auftreten, wo die stabilitdtsunterstiitzende Funktion
der Uteruswand fehlt [69]. Obwohl| Schmidt und Klima [124] gegenteiliger Meinung sind,
wird generell angenommen, dass eine Abnahme der Dicke im Bereich der Rissstellen auftritt

[6-8].

Ein bedeutender Teil des Gewebevolumens ist extrazellularer Raum, der mit einem
komplexen Netzwerk aus Makromolekilen gefiillt ist, das die extrazelluldre Matrix bildet.
Genauso wie auch in anderen Bindegeweben dominiert auch in den fetalen Eihduten die
EZM volumenmalig gegeniber den Zellen und bestimmt somit deren physikalische
Eigenschaften [3]. Aus diesem Grund sind die EZM-Komponenten von grolRer Bedeutung,
wenn man verstehen mochte, welche Faktoren die Stabilitdt der fetalen Eihdute

beeinflussen.

3.3 Friihgeburt und (friiher) vorzeitiger Blasensprung

Wird die 37. Schwangerschaftswoche nicht vollendet (Schwangerschaft kiirzer als 259 Tage),
d.h. wenn 37+0SSW nicht erreicht wird, spricht man von einer Friihgeburt
(engl.: premature birth  oder preterm delivery). Dabei muss das Neugeborene
definitionsgemall mindestens 500 g wiegen oder Lebenszeichen wie Atmung oder
Herzschlag aufweisen. Wiegt das Neugeborene allerdings weniger als 500 g und hat es die
erwahnten Lebenszeichen nicht, so spricht man von einer Fehlgeburt oder Stillgeburt

(engl. stillbirth). Bei den Frithgeburten unterscheidet man weiterhin zwischen:

,Mild Preterm Birth“ (32. bis 36. SSW),
“Very Preterm Birth” (28. bis 31. SSW) und

“Extremely Preterm Birth” (weniger als 28 SSW),
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Mit abnehmender Schwangerschaftsdauer steigt die Sterblichkeitsrate [33, 97, 156, 157]. Die
frihgeborenen Sauglinge werden des Weiteren unabhangig von ihrer Reife nach ihrem

Geburtsgewicht eingeteilt [102, 156]:

- niedriges Geburtsgewicht (,,Low Birth Weight“, LBW): 1.500 bis 2.499 g
e 5-15%der Lebendgeborenen
- sehr niedriges Geburtsgewicht (,,Very Low Birth Weight, VLBW): 1.000 bis 1.499 g
e 0,8-1,5%der Lebendgeborenen
e bis zu 65% der in der Neonatalperiode (1.-28. Lebenstag) verstorbenen
Kinder
- extrem niedriges Geburtsgewicht (Extremely Low Birth Weight, ELBW): < 1.000 g
e 0,3-0,6%der Lebendgeborenen

e 50 % derin der Neonatalperiode Verstorbenen

Weltweit kommen jahrlich 130 Millionen Babys zur Welt [157], von denen ca. 13 Millionen
Frihgeburten sind [70]. Dabei variiert die Friihgeburtsrate je nach Land von 5—-18 % [21]. In
Deutschland werden jahrlich ca. 800.000 Babys geboren, von denen 6 —8 %, also ca. 50.000
bis 60.000 Friihgeburten sind. Diese Angaben schwanken regional jedoch deutlich. Von
diesen Friihgeborenen wiegen 1 % sogar weniger als 1500 g. Diese Babys mit sehr niedrigem
Geburtsgewicht stellen jahrlich 8.000 Geburten in Deutschland dar [43, 98, 158]. Die
Frihgeburtenrate liegt in Deutschland bei etwa 7 % aller Lebendgeburten [140], von denen

20 % sehr frih (very preterm birth) geboren werden [43].

3.3.1 Ursachen und Risikofaktoren der Friihgeburt und des (friihen)
vorzeitigen Blasensprungs

Die Ursachen bzw. Risikofaktoren fiir eine Friihgeburt kdnnen in verschiedene Kategorien

sortiert werden:
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Ursachen bzw. Risikofaktoren mutterlicherseits:

- Alter, GroBe und Gewicht sowie UbermaRige Gewichtszunahme wahrend der
Schwangerschaft

- Ethnische Zugehorigkeit

- Familienstand, soziale Lage und psychosoziale Faktoren wie z. B. Stress

- physische Belastung, Sport (auch z.B. Ausiliben schwangerschaftsungeeigneter
Sportarten)

- Genetische, familidre Faktoren

- Erndahrung

- Anzahl friiherer Geburten, Schwangerschaftsintervalle

- vorherige Geburt, vorheriger Abort, Spontanabort oder Totgeburt

- fruhere Unfruchtbarkeit

- Rauchen, Alkohol, Drogen, Einnahme von bestimmten Medikamenten und evt.
massiver Kaffeekonsum

- Infektionen oder Krankheiten wie z. B. Diabetes oder Asthma

- Umweltnoxe wie z. B. Blei oder Pestizide

- Anzahl der Sexualpartner vor und wahrend der Schwangerschaft
Ursachen und Risikofaktoren von Seiten des Kindes:

- Geschlecht des Kindes (bei Jungen besteht eine hohere Wahrscheinlichkeit einer
Frihgeburt als bei Madchen)

- Zwillings- oder Mehrlingsgeburt
Ursachen und Risikofaktoren durch medizinische Komplikationen:

- Blutungen
- vorzeitige Wehen
- Gebarmutterhalsschwache

- vorzeitiger Blasensprung
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Dabei sind die Risikostarken fiir die aufgefiihrten Faktoren sehr unterschiedlich. Beim
Vorliegen mehrere Risiken ist bisher nicht bekannt, inwieweit (z. B. additiv oder

multiplikativ) sich die Wahrscheinlichkeit fir eine Friihgeburt erhoht [43].

Auch wenn nicht eindeutig geklart ist, ob sie regelhaft Ausléser eines fVBS sind, so sind

aszendierende Infektionen in 40 % der Falle von Friihgeburtlichkeit nachgewiesen [46].

3.3.2 Folgen der Friihgeburt und des (frithen) vorzeitigen Blasensprungs

Auch wenn durch immer besser werdende technisch-diagnostische MaRnahmen die
perinatale Mortalitdt von den 50er Jahren bis 1995 von 50 % auf 5 %o, gesenkt werden
konnte, so ist die Frihgeburt mit 30 % immer noch Hauptursache der perinatalen Mortalitat.
Die Frihgeburt ist zudem fiir ca. 70 % der postnatalen Mortalitdt verantwortlich. Noch viel
bedeutender ist allerdings die Morbiditdatsentwicklung, d. h. die Morbiditdt der Kinder im
spateren Lebensalter, ausgel6st durch eine Friihgeburt. Besonders wichtig zu nennen sind
hier zundchst intrazerebrale Blutungen, die dafiir sorgen, dass etwa 10-15% der
Uberlebenden sehr kleinen  Friihgeborenen lebenslange Behinderungen und
Mehrfachbehinderungen aufweisen. Des Weiteren treten bei Kindern von Mittern mit

aszendierenden Infektionen durch Viren oder Bakterien neurologische Symptome auf [43].

Neben der erhohten psychischen Belastungen flir Mutter und Kind und den gesundheitlichen
Folgen und Spatfolgen ist eine Frihgeburt auch mit immensen Kosten und Aufwand
verbunden. So braucht ein sehr kleines Friihgeborenes in der Regel sowohl arztliche als auch
pflegerische 24-Stunden Betreuung. Aus diesem Grund liegen die Kosten fiir ein
Friihgeborenes je nach Alter und Geburtsgewicht bei etwa 12.000 Euro [56]. Im Jahr 2000
ging man von Gesamtkosten von 1,6 Mrd. DM (ca. 800 Mio. Euro) durch Friihgeborene aus
[43]. Mit diesen aufgefihrten moglichen Kosten einer Friihgeburt endet der Mehraufwand
allerdings nicht. Es wird davon ausgegangen, dass Frihgeborene auch als Kinder noch
gefordert werden miissen, um eventuelle Nachteile gegeniiber termingerecht Geborenen

auszugleichen [56].

23



Medizinisch-Biologischer Hintergrund

Wenn ein vorzeitiger Blasensprung eingetreten ist, muss bei vaginalen Untersuchungen
besonders vorsichtig vorgegangen werden, um ein Amnioninfektionssyndrom (AIS) zu
vermeiden. Ursache hierfir ist vermutlich das Fehlen der mechanischen Barriere von Zervix
und Eihdute und das Eindringen von Keimen aus dem unteren Genitaltrakt in die Umgebung
des unteren Eipols [126]. Das AlS ist eine Infektion der Eihaut, des Fruchtwassers und des
Feten. Haufige Keime sind Enterokokken, E. coli, S. aureus, Streptokokken der Gruppe A und
B, Ureaplasmen, Chlamydia trachomatis u. a. AlS ist sowohl fir das Kind als auch fir die
Mutter gefdhrlich. Es kann z. B. zur Sepsis kommen, sodass bei einer AlS-Diagnose eine
Antibiotikum-Therapie und ein aktives Vorgehen zur Geburtsbeendigung meist

unumganglich ist [85].

Das Risiko eines zu friih geborenen Babys liegt vor allem an den nicht fertig gereiften
Organen. Das RDS (respiratory distress syndrome = Atemnotsyndrom) stellt dabei eines der
grolten Probleme bei Friihgeburten vor der 32. SSW dar. So kann bei einer bevorstehenden
Frihgeburt bei der Schwangeren die Glukokortikoidtherapie oder Gabe von Ambroxol zur
Beschleunigung der fetalen Lungenreife sowie das Thyrotropin-releasing-Hormon zur
besseren Lungenentfaltung eingesetzt werden [35]. Postpartal hilft dem Kind entsprechend

eine direkte Applikation von Surfactant.
MMPs und TIMPs im Zusammenhang mit der Frithgeburt und dem (f)VBS

Bisher wurden zahlreiche Studien tGber MMPs und TIMPs im Zusammenhang mit der
Frihgeburt und dem (f)VBS durchgefiihrt. Der Zusammenhang zwischen
Schwangerschaftsdauer, (f)VBS, Kaiserschnitt und normaler Schwangerschaft wurde
erforscht, wobei sich die meisten Studien auf die Untersuchung des Fruchtwassers und nicht
auf die fetalen Eihdute beziehen. Althayde et al. [12] fanden heraus, dass die MMP-9
Konzentration in Fruchtwasser mit steigendem Gestationsalter nicht ansteigt. Andere
Studien zeigten allerdings, dass der MMP-9 Spiegel nach vaginaler Entbindung bei Frauen
mit einem VBS gegeniliber Frauen mit vorzeitigen Wehen und intakten Eihduten die
zeitgerecht entbunden haben, erhéht ist. Bei Frauen mit einem Kaiserschnitt wurde kein
MMP-9 gefunden [11, 12, 40, 51, 88, 149]. Aufgrund dieser Ergebnisse ist man sich in der
Literatur einig, dass das Auftreten von MMP-9 einen VBS férdert. Man ist sich darliber einig,

dass der Abbau der fetalen Eihdute wédhrend der Wehen und dem (f)VBS mit dem
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Zusammenspiel und dem Ungleichgewicht der MMPs und der TIMPs zusammenhangt [12,
145, 149]. Wissenschaftler sind sich allerdings tber die Zu- und Abnahme anderer MMP- und
TIMP-Typen uneinig. Studien zeigen entweder keinen signifikanten Unterschied von MMP-1,
MMP-2 und TIMP-1 bei Frauen mit und ohne VBS [51] oder einen signifikanten Anstieg der
MMP-1 [87], MMP-2 und MMP-14 (= MT1-MMP) [40, 106] Konzentration sowie eine
Abnahme der TIMP-1 [145, 149] und TIMP-2 [40, 89] Konzentration im Fruchtwasser von

Frauen mit versus ohne VBS.

Zudem fanden Maymot et al. heraus, dass die TIMP-2 Konzentration mit steigendem
Gestationsalter zunimmt. Sie fanden allerdings keinen Zusammenhang zwischen dem
Gestationsalter und der MMP-2 Konzentration. Frauen mit Wehen (sowohl zeitlich
regelgerecht als auch vorzeitig) hatten eine niedrigere TIMP-2 Konzentration als Frauen ohne

Wehen [89].

Die vorherrschende Datenlage von Forschungsergebnissen zeigt, dass noch ein groRer Bedarf

bei der Aufklarung der MMPs und TIMPs im Zusammenhang mit dem (f)VBS besteht.

3.3.3 Diagnose des friihen vorzeitigen Blasensprungs

Nicht nur die Vorhersage, sondern auch die wichtige Diagnose eines vorzeitigen
Blasensprungs (= fVBS) kann im Einzelfall schwierig sein. Keiner der bisher gefundenen
Parameter weist 100 %ige Aussagekraft auf. Die richtige Diagnose ist aber entscheidend flr
das weitere Management, damit schwangere Frauen nicht fehlbehandelt werden [126].
Wenn Fruchtwasserabgang bei einer Spekulumeinstellung erkennbar ist, ist die Diagnose des
Blasensprungs eindeutig. Bei einem hohen Blasensprung oder verminderter
Fruchtwassermenge kann die Diagnose u. U. jedoch schwierig sein. Um einen Blasensprung
zu diagnostizieren, bedient man sich neben der Spekulumeinstellung bei der klinischen

Kontrolle weiteren Untersuchungen [154]:
Ultraschalluntersuchung zur Bestimmung der Fruchtwassermenge

Es wird empfohlen bei Aufnahme und dann in 7-10 tagigen Intervallen die

Fruchtwassermenge zu kontrollieren [115].
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pH-Methode

Der normale pH-Wert des Scheidensekrets betragt 3,8 —4,5. Eine Erhéhung des pH-Wertes
kann auf Fruchtwasserabgang (pH-Wert Fruchtwasser >6,5) oder auf eine bakterielle

Infektion hindeuten.
Bestimmung von Zytokinen und Zytokinrezeptoren

Zytokine sind niedermolekulare extrazellulare Signalproteine die durch Immun- und
Entziindungszellen sekretiert werden. Zu den Zytokinen zdhlen Interleukine (=IL),
koloniestimulierende Faktoren, Interferone, Tumornekrosefaktoren, Wachstumsfaktoren
und Chemokine. IL-1 kann die Synthese von Kollagenasen stimulieren, die wiederum die
Reilfestigkeit der Eihdute herabsetzen. IL-8 kdnnte eine wichtige Rolle bei der Regulation
der Invasion neutrophiler Granulozyten ins zervikale Stroma mit anschlieBender
Degranulation und Freisetzung von Proteasen spielen [32]. Bakterielle Produkte kénnen
Makrophagen aktivieren, die in der Dezidua, Plazenta und Eihduten vorkommen. Die
aktivierten Makrophagen wiederum sekretieren u.a. Zytokine, die im Scheidensekret

nachgewiesen werden kdnnen und auf einen Blasensprung hindeuten [152].
Bestimmung von fetalem Fibronektin

Fetales Fibronektin wird von den fetalen Eihdauten und Trophoblasten gebildet. Fetales
Fibronektin, isoliert aus Zervix oder Vagina, mit einer Konzentration > 50 ng/mL ab etwa der
22. bis 24. SSW ist ein aussagekraftiger Marker, um eine bevorstehende Friihgeburt
vorherzusagen [49]. Wenn fFN im Zervix- oder Vaginalsekret nachgewiesen wird, ist das ein
Hinweis auf vorzeitige Wehen oder einen vorzeitigen Blasensprung [112, 126]. Es gibt
mittlerweile Schnelltests zur Bestimmung eines VBS, die als Bedside-Test durchgefiihrt

werden konnen und als sehr sensitiv gelten [1]. (Vgl. auch Kapitel 3.4.2)
,Farnkraut-Test“

Der Farnkraut-Test ist ein kostengiinstiger und leichtdurchzufiihrender, aber deutlich
weniger sensitiver Test auf Fruchtwasserabgang. Dabei wird Vaginalsekret auf einem
Objekttrager getrocknet und unter dem Mikroskop untersucht. Wenn kristalline Farnkraut-

dhnliche Strukturen zu sehen sind, ist der Test positiv [86].
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Bestimmung von IGFBP-1

Das IGFBP-1 (Insulin-like growth factor binding protein 1 =Transportprotein des Insulin-
dhnlichen Wachstumsfaktors 1) ist ein Protein, das in den fetalen Leberzellen synthetisiert
wird. Wenn sich die Eihdaute von der Dezidua l6sen, wird die phosphorylierte Form des
Proteins aus Deziduazellen in das Zervixsekret freigesetzt [75]. Im Fruchtwasser ist es in
hoheren Konzentrationen nachweisbar als im Zervixsekret oder im Urin [31]. Dadurch kann

der Abgang von Fruchtwasser nachgewiesen werden.

3.3.4 Management des frithen vorzeitigen Blasensprungs

Aufgrund der u. U. verheerenden Folgen einer Friithgeburt sind Wissenschaftler bemiiht,
Mittel und Wege zu finden, einen friihen vorzeitigen Blasensprung vorhersagen zu kénnen.
Sinnvoll wird eine Prognose zur Wahrscheinlichkeit eines bevorstehen friihen vorzeitigen
Blasensprungs aber nur dann, wenn auch Malnahmen zu seiner Verhinderung oder
Verzogerung getroffen werden kénnen oder Vorkehrungen getroffen werden kénnen, damit
es bei der Geburt zu weniger Komplikationen kommt (z.B. durch Verlangerung der
Schwangerschaft oder rechtzeitiger stationdarer Aufnahme zur Geburt unter

Rahmenbedingungen einer maximalen medizinischen Versorgung).

Obwohl es bis heute kein einheitliches Management beim frihen vorzeitigen Blasensprung
gibt [147], werden in der Literatur verschiedene Ansdtze beschrieben und Empfehlungen
ausgesprochen. Im Folgenden werden einige Therapien und Komplikationen, die im

Zusammenhang mit dem Management des fVBS stehen, erlautert:
Abwartendes Verhalten

Ein Grund, bei einem auftretenden fVBS abzuwarten, liegt in der Vermutung, dass
Schwangere durch einen BS eine erhéhte Cortisolfreisetzung haben, wodurch Organsysteme
wie zentrales Nervensystem, Leber, Niere und vor allem die Lunge schneller reifen.
Unabhangig von der SSW nimmt die Haufigkeit des Atemnotsyndroms bei einem VBS von
Uber 12 Stunden ab. Bei niedrigem Gestationsalter (26. bis 32. SSW) konnte dieser Effekt

nach langer bestehendem BS (48 bis 72 Stunden) bereits nachgewiesen werden. Wenn bei
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einem BS Uber 12 Stunden trotzdem beatmet werden muss, so fallt die noétige

Beatmungsdauer kiirzer aus [52].
Amnioninfektionssyndrom

Das Amnioninfektionssyndrom (AIS) ist eine Infektion der Eihaut, des Fruchtwassers und des
Feten [85] (siehe dazu auch Kapitel 3.3.2). Folgende Zeichen sind keine Friihzeichen, sondern
Parameter einer manifesten Infektion [115]:

- Temperaturerhéhung (= 38°C)

- miutterliche Tachykardie (= 100 Spm)

- fetale Tachykardie (> 160 Spm)

- druckschmerzhafter Uterus

- zunehmende Wehentatigkeit

- Ubel riechendes Fruchtwasser

- Leukozytose (= 15.000/ul)

- CRP-Erhohung (serieller Anstieg)
Antibiotische Therapie

Bei Frauen mit VBS reduziert eine prophylaktische Antibiotikagabe die maternale und fetale
Morbiditdat und kann zu einer Verlangerung der Schwangerschaftsdauer fihren. Die
prophylaktische Gabe wird international z. B. mit Mezlocillin, Piperacillin, Clindamycin,
Ampicillin oder Erythromycin bzw. Kombinationen durchgefiihrt. Welches Antibiotikum oder
welche Antibiotika-Kombinationen am besten geeignet sind, und wie lange die Prophylaxe
durchgefiihrt werden soll, kann zur Zeit nicht mit abschlieBender Sicherheit gesagt werden.
Bei Nachweis von hdamolysierende Streptokokken der Gruppe B (GBS) wird empfohlen:
Penicillin G i. v. einmalig 5 Mio. Einheiten, anschlieRend 2,5 Mio. Einheiten alle 4 Stunden bis

zur Geburt. Alternativ kénnen Ampicillin oder Cefazolin zur Anwendung kommen [115].
Lungenreifeinduktion

Bei einem Blasensprung ab der 37.SSW kann angenommen werden, dass die Lunge
vollstandig ausgereift ist. Aufgrund des Infektionsrisikos wird eine Geburt innerhalb von

24 Stunden angestrebt. Bei einem BS vor der 37.SSW gibt es u.U. jedoch andere
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Vorgehensweisen [52]. Zur Lungenreifeinduktion, also der Férderung der Lungenreife, wird
eine Dosierung von 2 x 12 mg Betamethason i. m. im Abstand von 24 Stunden empfohlen.
Eine friher durchgefiihrte routinemaRige Wiederholung ist wegen unerwiinschter

Nebenwirkungen heute obsolet [115].
Tokolyse

Unter einer Tokolyse versteht man die Wehenhemmung durch sogenannte Tokolytika. Das
Ziel des Einsatzes beim fVBS ist vor allem, die Schwangerschaft um zumindest einige Tage zu
verlangern. Gerade bei niedrigem Gestationsalter ist dies von entscheidender Bedeutung, da
die schwangerschaftsverlangernde Zeit u.a. dafir genutzt werden kann, eine
Lungenreifeinduktion vorzunehmen. Da die meisten verwendeten Substanzen fiir die Mutter
allerdings gravierende Nebenwirkungen haben kdnnen, muss der Nutzen des Einsatzes der

Tokolytika genau abgewogen werden [126].
Zervixinsuffizienz, Zervixlange und Cerclage

Zervixinsuffizienz ist definiert als eine Verkiirzung des Gebarmutterhalses (= Cervix uteri
oder kurz Zervix), unter Umstanden mit Eroffnung des Muttermundes. Sie tritt in 1 - 3 % aller
Schwangerschaften auf. Um einen objektiven Messwert zu haben, misst man die Zervixlange
und -kanalweite mittels vaginalsonographischer Untersuchung. Physiologisch ist eine
Zervixlange >3 cm und eine Zervixkanalweite <8 mm. AuBerhalb eines Graubereichs
zwischen 2cm und 3cm wird als pathologisch eine Zervixlange <2 cm gewertet. Im
Gegensatz zur klinischen Beurteilung kann man durch vaginalsonographische Untersuchung
zudem eine Trichterbildung der Zervix (= eine Aufdehnung des inneren Muttermundes)
sehen [154]. Um den Halteapparat der Zervix uteri zu stabilisieren, kann gegebenenfalls eine
Cerclage gelegt werden. Dadurch kann unter bestimmten Umstidnden der verfrihten
Offnung des Muttermundes entgegengewirkt werden. Durch eine Cerclage kénnen die
Eihdute, vor allem der untere uterine Pol mechanisch entlastet werden. Sobald ein

Blasensprung eingetreten ist, muss eine Cerclage entfernt werden.

Die Empfehlungen zum Vorgehen der DGGG (Deutsche Gesellschaft fir Gynakologie und
Geburtshilfe) bei einem fVBS hdngen von der Reife des Babys bzw. dem Gestationsalter ab,

die in folgende Gruppen eingeordnet sind [115]:

29



Medizinisch-Biologischer Hintergrund

Gruppel: SSW<20+0
Gruppe ll:  SSW =20 + 0 bis < 24+0
Gruppe lll:  SSW 2 24 + 0 bis < 34+0
Gruppe IV: SSW 234 +0

Generelle empfohlene MaBnahmen laut DGGG

Aulier bei mitterlicher Gefahrdung wird generell empfohlen, die Patientinnen der Gruppe Il
und lll in ein Perinatalzentrum zu verlegen. Durch eine Spekulumeinstellung soll der
Blasensprung abgeklart werden (in ca. 90 % ist eine klinische Diagnose mdoglich). AuRerdem
sollte ein AIS ausgeschlossen werden. Sollte der Test auf AIS mit vitaler mutterlicher
Gefahrdung positiv ausfallen, wird die Beendigung der Schwangerschaft unter antibiotischer
Therapie angestrebt. Ein nativer und mikrobiologischer Zervix- und Vaginalabstrich wird
empfohlen. Ausnahme: Bei Patientinnen mit BS, die nach der 37+0 SSW mit
zervixwirksamer Wehentatigkeit aufgenommen werden, kann auf einen Abstrich verzichtet
werden. Tritt ein Blasensprung vor der 36 +0 SSW auf und sind zu diesem Zeitpunkt
hamolysierende Streptokokken der Gruppe B (GBS) nachgewiesen, sollte mit einer
miutterlichen antibiotischen Prophylaxe zur Vermeidung der Neugeborenensepsis durch GBS
begonnen werden, wenn mit einer baldigen Geburt zu rechnen ist. Bei einem Blasensprung
vor der 36 + 0 SSW und unbekanntem GBS-Status der Mutter sollte mit einer antibiotischen
Prophylaxe begonnen werden, wenn eine baldige Geburt nicht auszuschliel3en ist. Besteht
die Hoffnung, dass die Geburt verzégert werden kann, sollte im Rahmen der
Aufnahmeuntersuchung ein mikrobiologischer Abstrich von Anorektum und Scheide zum
Nachweis der GBS entnommen werden. Die antibiotische Prophylaxe ist dann bis zur Geburt
bzw. bis zum Vorliegen eines negativen Ergebnisses des GBS-Abstriches (in der Regel 48
Stunden) fortzufihren. Bei einem Blasensprung ab 36+ 0 SSW ist eine antibiotische
Prophylaxe bis zur Geburt indiziert, wenn der Zeitpunkt des Blasensprunges > 18 Stunden
zurlickliegt, wenn es zu einer Temperaturerh6hung der Mutter auf >38,0 ° C unter der
Geburt kommt, wenn bei einer vorausgegangen Geburt eine Neugeborenensepsis durch GBS
aufgetreten ist, wenn eine GBS-Bakteriurie in dieser Schwangerschaft nachweisbar war,
wenn ein prdpartales GBS-Screening einen positiven Abstrichbefund auf GBS ergeben hat

oder wenn Zeichen eines AIS vorliegen. Eine Lungenreifeinduktion soll entsprechend den
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Empfehlungen der NIH-Konsensuskonferenz beim vorzeitigen Blasensprung zwischen 24.
und 32. SSW (bzw. in Deutschland bis zur 34. SSW), auller bei einem manifesten AlS,
erfolgen. Der Vorteil einer Tokolyse lber zumindest 48 Stunden bis zum Abschluss der
Lungenreife ist nachgewiesen. Eine Ultraschalluntersuchung zur Beurteilung der
Fruchtwassermenge, des fetalen Zustandes und der Biometrie ist bei Aufnahme
vorzunehmen. Eine Wiederholung im Verlauf kann sinnvoll sein. Eine digitale vaginale
Untersuchung und ein transvaginaler Ultraschall bei vorzeitigem Blasensprung sind

ausschlieBlich mit besonderer Vorsicht und sterilem Material erlaubt [115].

Bei verminderter Fruchtwassermenge und unklarem Schwangerschaftsalter kann es in
seltenen Fallen hilfreich sein, eine Fruchtwasserauffiillung mit elektrolytfreier Lésung und
Indigokarmin (einem wasserloslichem blauen Farbstoff) vorzunehmen. Dadurch lasst sich ein
Blasensprung durch Flissigkeitsabgang eindeutig bestimmen und eine Diagnostik des Fetus
erleichtern [154]. Bei diagnostiziertem Blasensprung fiihrt man Ultraschalluntersuchungen

zu folgenden Zwecken durch:

Biometrie zur Bestimmung des Fetalgewichts

- Ausschluss von Organfehlbildungen, insbesondere der Nieren und des
harnableitenden Systems

- Bestimmung der Rest-Fruchtwasserdepots

- Feststellung der kindlichen Bewegung einschlieBlich der fetalen Atembewegung

- kontinuierliche Bestimmung des Thoraxvolumens zur Prognose einer fetalen
Lungenhypoplasie

- Dopplersonographische Untersuchung der fetalen GefdBe zum Ausschluss einer

fetalen Minderperfusion bei Retardierung bzw. einer Mehrperfusion des Gehirns im

Rahmen des sogenannten brain sparing.

Weitere Untersuchungen bei einem VBS sind die Verlaufskontrollen der Leukozytenzahl und
der CRP-Konzentration als Entziindungsparameter  zur Entscheidung der

Schwangerschaftsbeendigung [154].

Schlussendlich muss durch die erfolgten Untersuchungen entschieden werden, ob eine

Beendigung oder ein Fortfiihren der Schwangerschaft angestrebt wird.
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Bei einem VBS wird meist zuerst ein vaginaler Abstrich gemacht, um genitale Infektionen
auszuschlieBen. Die Untersuchung des Abstriches sollte folgende Keime abdecken:
bakterielle Vaginosen, Chlamydien, Candida und Mycoplamen/Ureaplasmen. Da die Eihaut
Schutz vor Keimen bietet, wird nach einem friihen vorzeitigem Blasensprung ggf. eine
antibiotische Therapie eingesetzt, um das erhohte Risiko einer aszendierenden intrauterinen

Infektion zu minimieren (siehe dazu auch Kapitel 3.3.2)[35, 154].
Gruppe | (SSW < 20 + 0)

Wenn es keinen Hinweis auf AIS gibt, wird ein abwartendes Verhalten mit 6 — 12 stiindiger
CRP-Kontrolle empfohlen. Zudem sollte die Fruchtwassermenge und die Vitalitat des Kindes
regelmaRig kontrolliert werden. Bei persistierendem Oligo-/Anhydramnion sollten die Eltern
Uber die schlechte Prognose des Kindes (Lungenhypoplasie etc.) aufgeklart werden [115].
Auch wenn die Schwangerschaft weiter fortgefihrt werden kann, so kénnen nach der
Geburt Zeichen eines ultrafriihen Blasensprungs wie z. B. erhebliche Kontrakturen mit

Fehlhaltung, Lungenhypoplasie und Wachstumsretardierung des Babys auftreten [154].
Gruppe Il (SSW = 20 + 0 bis < 24 + 0)

Wenn es keinen Hinweis auf AIS gibt, wird ein abwartendes Verhalten mit 6 — 12 stiindiger
CRP-Kontrolle und ggf. antibiotischer Therapie empfohlen. Zudem sollte die
Fruchtwassermenge und die Vitalitdit des Kindes regelmaRig kontrolliert werden. Bei
Erreichen der 24 + 0 (je nach Zentrum ggf. 23 + 0) SSW wird vorgegangen wie fir Gruppe I
empfohlen. Die Indikation einer antibiotischen Therapie ist nicht wissenschaftlich belegt,
wird von der DGGG jedoch empfohlen. Grundsatzlich wird die Lungenreifeinduktion noch
nicht offiziell empfohlen, auch wenn vereinzelte Arbeiten einen Vorteil ab der 23 + 0 SSW
zeigen [115]. Die Risiken fiir das Baby sind die gleichen wie bei einem BS vor der 20. SSW. Die
Auspragung, vor allem die Kontrakturen, hangen wesentlich von der Dauer des

Blasensprungs bis zur Entbindung ab [115].
Gruppe Il (SSW = 24 + 0 bis < 34 + 0)
Bis zu diesen SSW war frither das Risiko der Mortalitat des Kindes durch Infektionen geringer

als das Risiko einer Frithgeburt [52]. Dies ist heute nicht mehr der Fall. In Spezialzentren ist
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das Outcome eines nicht infizierten extremen Frihchens z.B. in der 26. SSW deutlich besser
als das eines inkektionsgeplagten Neugeborenen zwei Wochen spater. Eine
Schwangerschaftsverlangerung unter diesen Bedingungen ist damit nachteilig. Spatestens
bei Auftreten eines AIS sollte eine zigige Entbindung unter antibiotischer Therapie
angestrebt werden. Wenn es keinen Hinweis auf AIS gibt, wird ein abwartendes Verhalten
mit Bettruhe unter Antibiotikagabe mit 6 — 12, im spateren Verlauf durchaus 24 stilindiger
CRP-Kontrolle und ggf. antibiotischer Therapie empfohlen. AuBerdem sollte alle 12-
24 Stunden ein CTG und regelmaRige Ultraschall-/Doppler-Untersuchung durchgefiihrt
werden. Wird 34 + 0 SSW erreicht, so wird weiter wie in Gruppe IV vorgegangen. Auler bei

Auftreten eines AlS wird eine Lungenreifeinduktion empfohlen [115].
Gruppe IV (SSW 2 34+0)

Bei sichergestelltem AIS wird eine ziigige Entbindung unter antibiotische Therapie durch
Sectio caesarea angestrebt, falls keine schnelle Geburt zu erwarten ist. Wird kein AIS
festgestellt, wird empfohlen die Schwangerschaft nach 12 — 24 Stunden aktiv zu beenden,
wenn die Wehen nicht spontan einsetzen. In 34 + 0 SSW bis 37 + 0 wird eine antibiotische
Therapie generell empfohlen [115]. Eine Lungenreifeinduktion bleibt Sonderfadllen

vorbehalten, eine Tokolyse ist kontraindiziert [115].

3.4 Biomarker

Laut dem National Institute of Health (NIH) ist ein Biomarker definiert als ein ,,Merkmal, das
als Indikator fiir normale biologische Prozesse, pathogene Prozesse oder pharmakologische
Wirksamkeit auf einen therapeutischen Eingriff objektiv gemessen und evaluiert wird”. Bei
einem Biomarker zur Vorhersage der Wahrscheinlichkeit einer bevorstehenden Friihgeburt
oder eines bevorstehenden friihen vorzeitigen Blasensprungs wirde es sich demnach um
einen ,prognostischen Marker” handeln, d. h. um einen , Marker, der die Wahrscheinlichkeit

eines Krankheitsverlaufs vorhersagt” [125].
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34.1 Auswahl und Anforderungen an einen Biomarker

Bisherige Biomarker zur Vorhersage von Friihgeburten wurden von Mutter oder Fetus aus
Korperflissigkeiten wie Urin, Blut bzw. Scheidensekret der Mutter gewonnen. Die
anschlieBende Auswertung, z.B. Vorhandensein, Abwesenheit oder Konzentration
entsprechender Marker, soll Aufschluss Uber eine bevorstehende Friihgeburt geben. Die
Biomarker sollten folgende Kriterien erfiillen, um in der Praxis angemessen angewendet

werden zu kénnen.
Im Optimalfall ist die Gewinnung von Biomarkern

- mit geringen Kosten verbunden,
- einfach in der Durchfiihrung und

- ungefahrlich fir Mutter und Fetus,
wobei der héchste Anspruch der Sicherheit des Fetus und der werdenden Mutter gilt.
Der Test selbst sollte im Idealfall

- ebenfalls einfach in der Durchfiihrung,

- mit geringen Kosten verbunden,

- unempfindlich gegeniiber Stérungen (Sperma, Blut, etc.),

- schnell evaluierbar und

- mit einer eindeutigen Aussage Uber die Wahrscheinlichkeit einer bevorstehenden

Frihgeburt bzw. eines bevorstehenden fVBS assoziierbar sein.

Weiterhin ist das Timing fiir die Brauchbarkeit von Biomarkern wichtig. Ist ein Biomarker
beispielsweise in der Lage eine kurz bevorstehende Friihgeburt vorherzusagen, also mehrere
Stunden oder Tage, so darf die Zeit fiir den Nachweis des entsprechenden Biomarkers diese
vorhersagbare Zeit natirlich nicht Gberschreiten. AulRerdem ist es wichtig in welchem
Gestationsalter sich die Schwangere befindet, denn auch ein Biomarker, der womoéglich eine
Frihgeburt sicher vorhersagen kann, kann dies oft nur in einem bestimmten Stadium der

Schwangerschaft. Bei der Auswertung von moglichen Biomarkern muss auflerdem in
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Betracht gezogen werden, dass es tagezeitbedingte Schwankungen der zu ermittelnden

Parameter geben kann, was bei der Probeentnahme beachtet werden miisste.

3.4.2 Biomarker fiir den friihen vorzeitigen Blasensprung in der Literatur

Beim heutigen Stand der Forschung gibt es eine Vielzahl an Biomarkern, die mit verschieden
hoher Sicherheit (Wahrscheinlichkeit) einen friihen vorzeitigen Blasensprung (fVBS)

vorhersagen kénnen. Im Folgenden werden die wichtigsten genannt.

Es gibt zahlreiche Studien, in denen ein Zusammenhang zwischen vaginalen
Fremdorganismen und der Friihgeburt sowie dem fVBS festgestellt wurde. Allerdings ist
weiterhin unklar, ob es sich dabei tatsachlich um einen Ursache-Wirkung-Zusammenhang
handelt. So wurde fiir nahezu jeden vaginalen Organismus in zumindest einer Studie mit der
Frihgeburt eine mogliche Assoziation gefunden [49]. Bei akut entziindlichen Prozessen
kommt es zu einer unspezifischen Immunreaktion, die Akute-Phase-Reaktion genannt wird
und sowohl systemisch als auch lokal wirken kann. Dabei setzen u.a. Makrophagen,
Endothelzellen und Fibroblasten im Entziindungsgebiet Botenstoffe (Mediatoren) wie z. B.
bestimmte Interleukine und Tumornekrosefaktoren frei, die dann Uber die Blutbahn die
Leber erreichen. Dort stimulieren sie in Anwesenheit von Cortisol die Leber zur vermehrten
Synthese der etwa 30 verschiedenen Akute-Phase-Proteine (APP). APPs koénnen sehr
unterschiedlich sein, haben aber alle gemeinsam, dass |hre Konzentration innerhalb von
6 - 48 Stunden nach dem Auftreten einer lokalen Entziindungsreaktion bis zur 100-fachen
Konzentration zunimmt. Die Aufgabe der APPs ist es dann, die Entziindung zu lokalisieren
und ihre Ausbreitung zu verhindern bzw. dem Korper zu helfen, einer sich ausbreitenden
Entziindung Herr zu werden [120, 131]. Bei einer Entzindung oder Infektion, die zu einem
fVBS fiihren konnte, kdnnten folgende Biomarker in erhdhter Konzentration nachweisbar

sein:

Zytokine
Zytokine sind (Glyko-)Proteine, die von einer Vielzahl von Zellen gebildet werden kdnnen. Da
es standig neue Erkenntnisse liber diese Proteine gibt, unterliegt das System der Zytokine

einem permanenten Wandel, so dass keine einheitliche Nomenklatur existiert. Ein
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wesentliches Problem bei der Einteilung ist die Tatsache, dass die meisten Zytokine nicht von
einer einzigen Zellart gebildet werden. AulRerdem koénnen verschiedene Zytokine gleiche
Wirkungen (= Redundanz) oder ein Zytokin je nach Zielzelle unterschiedliche Wirkungen
(= Pleiotropie) haben. Zudem steht im Korper kein Zytokin fiir sich allein, sondern wirkt
immer im Zusammenspiel mit verschiedenen anderen Zytokinen, die dann additiv,
synergetisch oder antagonistisch wirken. Im Wesentlichen umfasst das System der Zytokine
folgende Gruppen: Interleukine, Tumornekrosefaktor-a, Chemokine, kolonie-stimulierende
Faktoren und Interferone. Zytokine spielen eine wichtige Rolle bei der Kommunikation
zwischen Abwehrzellen untereinander und mit anderen Zellen sowie bei Differenzierungs-
und Wachstumsvorgangen (Wachstumsfaktoren) [60]. Ganz allgemein gilt eine Erhéhung der
Konzentration inflammatorischer Zytokine im Fruchtwasser als zuverlassiger Indikator flr
eine intrauterine Infektion [37, 54, 59].

Einen GroRteil der Zytokine bildet die Gruppe der Interleukine, die hauptsachlich zwischen
(lat.: inter) den WeilRen Blutzellen (gr. leukos = weiR) agieren. Bisher sind 26 Interleukine
bekannt, die entsprechend der Reihenfolge ihrer Entdeckung durchnummeriert sind: IL-1 bis
IL-26. Interleukine erfiillen Aufgaben fir die spezifische und die unspezifische Immunabwehr
[60]. Interleukin-6 (=IL-6) ist ein proinflammatorisches Zytokin, das zu den Akute-Phase-
Proteinen gehort. Sein Auftreten im Fruchtwasser ist ein Hinweis auf intrauterine
Infektionen. Im klinischen Alltag ist die Entnahme von Fruchtwasser allerdings nicht
empfohlen [114].

Der Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-a) ist ein 17 kDa groRes zu den APPs zahlendes
proinflammatorisches Zytokin und kann als parakriner sowie endokriner Mediator wirken.
Seine Bildung in Monozyten und Makrophagen wird besonders durch Lipopolysaccharid
(=LPS) und andere bakterielle Produkte ausgelost. TNF-a  regelt Wachstum und
Deifferenzierung vieler Zellen und wirkt fir manche transformierte Zellen selektiv toxisch;
besonders im Zusammenwirken mit Interferon-y. TNF-a ist ein endogenes Pyrogen, es l0st
die Fieberbildung im Hypothalamus aus [65]. TNF-a aktiviert Interleukin-1 (= IL-1), wird aber
auch per sog. Feedback durch IL-1 reguliert. TNF-a dient in niedrigen Konzentrationen der
autokrinen und parakrinen Regulation von Entziindungszellen im Gewebe. Mittels der durch
TNF-ainitiierten Expression von Adhdsionsmolekiilen auf Endothelzellen und der Aktivierung

eingewanderter Leukozyten kommt es zur weiteren Zytokinausschiittung und zur
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Akkumulation von Entziindungszellen am Ort der Entziindung [146]. TNF-a ist bei
Schwangeren mit vorzeitigen Wehen und Amnioninfektionssyndrom erhéht, wahrend es bei
gesunden Schwangeren nicht nachweisbar ist [121]. Im Fruchtwasser wird TNF-a als bester
pradiktiver Infektionsmarker angesehen [14].

TNF-a, IL-1 und IL-6 sind die wichtigsten Zytokine der friihen Abwehr und der Entziindung.
Sie sorgen dafiir, dass Leukozyten an den Ort der Entziindung gelockt werden und rufen in
héheren Konzentrationen systemische Effekte hervor [60].

Chemokine sind 8—-12 kDa grofle Zytokine, die vor allem fir die unspezifische
Immunabwehr von Bedeutung sind. Sie sind zellspezifisch lokal als Lockstoffe fiir Leukozyten.
Chemokine sind z. B. fur die Rekrutierung von Abwehrzellen an den Ort der Entziindung
verantwortlich oder spielen eine Rolle fiir die Koordination der Rezirkulation der
Lymphozyten. Die Chemokine haben unsystematische Namen erhalten und werden z. T. zu
den Interleukinen (z. B. IL-8) gezahlt [60, 65].

Kolonie-stimulierende Faktoren (CSF, engl.: colony stimulating factors) sind
Wachstumsfaktoren, die die Bildung und Freisetzung der Blutzellen im Knochenmark
steuern. Eine Reihe von Interleukinen werden ebenfalls zu den CSFs gezahlt [60].

Interferone sind Bestandteil der unspezifischen humoralen Abwehr und hemmen
unspezifisch die virale Vermehrung. Die Hauptwirkung der Typ-I-Interferone besteht darin,
die Nachbarzellen einer virusinfizierten Zelle in einen antiviralen Zustand zu versetzen,
indem sie Zellen dazu stimulieren, verschiedene Proteine zu synthetisieren, die die virale
Replikation hemmen oder die Abtotung infizierter Zellen unterstiitzen. Zu einem gewissen

Anteil kommt es auch zu einer autokrinen Wirkung auf die infizierte Zelle [60].

C-reaktives Protein

Das C-reaktive Protein (CRP) ist ein Opsonin und das auffalligste Akute-Phase-Protein. Seinen
Namen bekam es aufgrund seiner Reaktion mit dem C-Polysaccharid aus der Kapsel von
Pneumokokken. Das CRP gilt aber als generelles Stimulans fir Entzindungsmediatoren und
verstarkt damit die unspezifische Immunabwehr. Unter dem Einfluss von vor allem IL-1 und
IL-6, die z. B. aus Makrophagen bei Kontakt mit Bakterien freigesetzt werden, kommt es
innerhalb von wenigen Stunden in den Leberzellen zu einer gesteigerten Synthese von CRP,

das danach ins Blut abgegeben wird. Bei einer entziindlichen Erkrankung wie z. B. einer
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Infektion, ist CRP daher in erhdohter Konzentration im Blut nachweisbar Die Hohe des
CRP-Spiegels verlauft parallel zum Ausmald der Gewebeschdaden. Wenige Stunden bis Tage
nach dem Stimulus wird die Synthese von CRP wieder gedrosselt. Die quantitative
Bestimmung erlaubt somit eine zeitnahe Objektivierung von Entziindungsgeschehen. Der

Normalwert von CRP im Serum betragt 0 — 5 mg/L [58, 131].

Ferritin

Der Normalwert von Eisen im Serum betrdagt 10 — 30 umol/L. Eisen ist ein essentieller
Wachstumsfaktor flir Bakterien. Um deren Wachstum zu hemmen, transportieren
Gewebsmakrophagen bei einer Infektion Eisen aus der Zirkulation, was zu einem
erniedrigtem Eisenspiegel im Serum fiihrt [58]. Das Eisen wird jedoch nicht aus dem Koérper
ausgeschieden, sondern im Ferritin gespeichert. Ferritin ist ein Protein, das in erster Linie
dazu dient, Eisen zu speichern (Depoteisen) und dem Korper bei Bedarf zur Him-Synthese
wieder zur Verfliigung zu stellen. Es besteht aus einer Proteinhiille, das einen Eisen-Hydroxy-
Phosphat-Kern umschlielt, der bis zu 4.000 Eisenatome aufnehmen kann. Bei gesunden
Menschen kann anhand des Ferritins auf den Eisenspiegel im Blut geschlossen werden. Der
Normalwert von Ferritin im Serum betragt 15-300 ug/L (abhangig von Alter und
Geschlecht). Wird dem Blut allerdings durch eine Infektion Eisen entzogen, so wird die
Synthese von Ferritin angekurbelt und ist daraufhin in bis zu dreifacher Konzentration des
Normalwertes im Serum nachweisbar. Aufgrund dieser Reaktion zahlt Ferritin auch zu den
APPs. Obwohl die Ferritin-Konzentration im Serum mit der im Urin korreliert, wird der

Bestimmung des Ferritinspiegels aus Urin wenig Beachtung geschenkt [155].

Defensine

Defensine sind antimikrobielle Proteine. Neben den Cathelizinen sind Defensine die zweite
antimikrobielle Peptidklasse, die in menschlichen Schleimhduten gebildet werden [118].
Defensine werden eingeteilt in a-, B-, y- und B8-Defensine. Bei Sdugetieren kommen jedoch
nur a-, B-und B-Defensine vor. a-Defensine sind vor allem in Neutrophilen und kleinen
intestinalen Paneth-Zellen zu finden, wobei B-Defensine in Leukozyten und Epithelzellen
exprimiert werden [128]. B-Defensine werden von Epithelzellen der Haut oder Lunge

sezerniert und zerstoren als kationische Peptide Bakterienwdnde [131]. Erhohte
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Konzentration bestimmter Defensine in Fruchtwasser sowie vaginaler Fllissigkeit wurden in

Zusammenhang mit dem friihen vorzeitigen Blasensprung gebracht [38, 81].

Zusatzlich zur indirekten Bestimmung durch die Identifikation von Infektionen und
Entziindungen gibt es weitere Parameter, die als Biomarker eine Aussage Uber einen

bevorstehen fVBS geben kénnten:

Zervixlange

Zervixinsuffizienz ist definiert als eine Verkirzung des Gebarmutterhalses (Cervix uteri oder
kurz Zervix). Sie tritt in 1 - 3 % aller Schwangerschaften auf. Um einen objektiven Messwert
zu haben, misst man die Zervixlange und -kanalweite mittels vaginalsonographischer
Untersuchung. Physiologisch ist eine Zervixlange >3 cm und eine Zervixkanalweite < 8 mm.
Mit dazwischen liegender Grauzone gilt schlielRlich eine Zervixlange <2 cm und eine
Zervixkanalbreite > 8 mm als pathologisch. Im Gegensatz zur klinischen Beurteilung kann
man durch vaginalsonographische Untersuchung zudem eine gegebenenfalls vorliegende
Trichterbildung der Zervix (Aufdehnung des inneren Muttermundes) sehen [154]. Wenn
durch transvaginale Ultrasonographie eine verkirzte Zervix (manche Studien favorisieren <
20 mm) festgestellt werden kann, bedeutet dies eine hohere Wahrscheinlichkeit eines fVBS

[92].

Fetales Fibronektin

Das sogenannte fetale Fibronektin (fFN) ist 450 kDa groR. Es wird wahrend der
Schwangerschaft in der EZM hergestellt und befindet sich dann sowohl zwischen Dezidua
und fetalen Eihauten als auch in Uterus und Plazenta. Es ist u. a. dafiir zustandig, Amnion
und Chorion zu verkleben. Bei vorzeitiger Wehentatigkeit und beim vorzeitigen Blasensprung
verschieben sich Amnion und Chorion, sodass fFN freigesetzt werden kann. Wenn fFN also
im Zervix- oder Vaginalsekret nachgewiesen wird, ist das ein Hinweis auf vorzeitige Wehen
oder einen vorzeitigen Blasensprung [92, 112, 126] (vgl. auch Kapitel 3.3.3). Die Bestimmung
des fFN kann somit zur Prognose als auch zur Diagnose eines bevorstehenden Blasensprungs

dienen.

Neben den einzelnen bisher genannten Biomarkern ist jedoch eine Kombination aus

mehreren Biomarkern mit einer hoheren Wahrscheinlichkeit assoziiert, einen fVBS
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vorherzusagen. So fand man heraus, dass Nulliparae mit einem positiven Test auf fFN per
Abstrich und einer verkirzten Zervix ein Risiko von 1:6 (16,7 %) haben, eine Frihgeburt
ausgelost durch einen fVBS zu erleiden. Multiparae bei gleichem Befund haben dariber
hinaus ein 31-fach erhohtes Risiko eines fVBS vor der 35.SSW. Bei zusatzlich
vorhergegangenem fVBS bei Multiparae ist das Risiko noch weiter erhoht. Trotz der immer
besser werdenden Moglichkeiten, schwangere Frauen mit diesem erhohten Risiko zu
identifizieren, wird aufgrund der teuren und unpraktischen sowie immer noch nicht
ausreichend zuverlassigen Tests nur ein geringer Teil der betroffenen Patientinnen davon

profitieren [91, 92].

Die bisher existierenden Biomarker zur Prognose eines bevorstehenden fVBS beziehen sich
auf Parameter, die indirekt auf einen Blasensprung schliefen lassen. Die Kombination
mehrerer Parameter gleichzeitig erhoht eine zuverldssige Aussage Uber einen

bevorstehenden Blasensprung ungemein.

Eine eindeutigere Aussage wiirde sich ergeben, wenn die Fruchtblase und deren
Bestandteile (z. B. Kollagen oder Glykosaminoglykane) und die Stabilitat der Eihdute direkt
untersucht werden konnten. Der aktuelle Stand der Technik erlaubt das Messen dieser
Parameter bei humanen Eihduten jedoch nur bei Nachgeburten, da bei der Durchfiihrung

der bendétigten Methoden die Eihaute zerstort werden.

Diese Arbeit untersucht Biomarker in vitro, die in aufbauenden Arbeiten der Arbeitsgruppe

in vivo bestatigt werden sollen.
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4  Methodisch-Technischer Hintergrund

4.1 Bestimmung des Kollagengehaltes

Die Konzentration der Kollagene in Eihduten wurde mit zwei verschiedenen Methoden
bestimmt. Eine Qualifizierung ist mit diesen Methoden nicht moglich. Mit der
Kollagenbestimmung mit Hydroxyprolin (siehe Kapitel 4.1.2 und 5.4.2) wird der gesamte
Gehalt der Kollagene bestimmt. Allerdings kann hier nicht direkt die Masse Kollagen
angegeben werden, sondern nur der Hydroxyprolin-Anteil. Dadurch stellt diese Methode
eine indirekte Nachweismethode fiir Kollagen dar. Bei der Kollagengehaltbestimmung durch
Anfarben (siehe Kapitel 4.1.3 und 5.4.3) wird Kollagen durch Anfarben direkt nachgewiesen.
Allerding muss hierfiir das Kollagen zuvor extrahiert werden. Es verbleibt eventuell ein nicht
extrahierbarer Anteil (quervernetztes) Kollagen im Gewebe. Kollagenextraktion
und -bestimmung mittels Anfarben mit Sirius Red 3FB wurde bereits in friiheren Arbeiten

optimiert und an die vorherrschende Fragestellung angepasst [73].

4.1.1 Kollagenextraktion

Kollagenloslichkeit beschreibt die Loslichkeit der Kollagene aufgrund verschiedener
Extraktionsmittel. Es verbleibt eventuell ein Rest Kollagen von unldslichen kovalent
guervernetzten Kollagenen im Gewebe, der nicht durch die Bestimmung der Extrakte
bestimmt werden kann. Es wird unterschieden zwischen neutral salzloslichem Kollagen
(NSC = neutral salt soluble collagen), sdurelosliches Kollagen (ASC = acid soluble collagen)
und pepsinlosliches Kollagen (PSC = pepsinlosliches Kollagen). ASC und PSC kann als APSC
(acid and pepsin soluble collagen) zusammengefasst werden, wenn das Extraktionsmedium
sowohl Sdure als auch Pepsin enthélt. Dieses Zusammenfassen macht Sinn, da das PSC-

Extraktionsmedium Sdure enthalten muss, da Pepsin bei einem pH-Wert von 2 aktiv ist [28].

Im Normalfall ist zu erwarten, dass die NSC-Fraktion kleiner ist als die der anderen
Fraktionen, da salzlosliche Kollagene (Tropokollagenmolekiile) von der EZM innerhalb von

wenigen Stunden in Kollagenfibrillen kristallisiert werden und dadurch Salz-unldslich
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werden. Da die NSC-Fraktion besonders angreifbar fiir Protease-Abbau ist, sollte diese
Fraktion einen Proteaseinhibitor-Cocktail enthalten. Fir die APSC-Fraktion wird dieser
Cocktail allerdings nicht benutzt, da er das Pepsin inhibieren wirde [18]. Fiir die APSC-
Fraktion wird stattdessen Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA) benutzt, das vor allem
Enzyme inhibiert, indem es metallische Bestandteile bindet, die Enzyme, wie z. B. die MMPs,

brauchen, um aktiv zu sein.

4.1.2 Kollagengehaltbestimmung mit Hydroxyprolin

Hydroxyprolin (hyp) stellt etwa 13,5 % der Aminosauren eines Kollagenmolekiils dar [62] und
kann somit zur indirekten Bestimmung von Kollagen benutzt werden. Als erstes wird das
Kollagen-Molekil durch Saure- und Hitzeeinwirkung hydrolysiert, bis es in seine
Aminosaurebestandteile zerlegt ist. Das so frei gewordene Hydroxyprolin wird mit
Chloramin-T oxidiert. Im nachsten Schritt bildet das so entstandene Oxidationsprodukt mit
dem zugeflgten p-Dimethylaminobenzaldehyd (4-(Dimethylamino)benzaldehyd) ein
gerodteltes Kondensationsprodukt, das bei 540 nm (565 nm ebenfalls méglich) photometrisch

nachgewiesen wird (siehe Abbildung 9).
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Abbildung 9: Wirkungsmechanismus der Hydroxyprolin-Bestimmung mit p-
Dimethylaminobenzaldehyd (modifiziert) [138, 159]

4.1.3 Kollagengehaltbestimmung durch Anfarben

Der Mechanismus der Kollagenbestimmung mittels Anfarben beruht auf der Eigenschaft der
Sulfonsdure-Seitenketten des Farbstoffs (Sirius Red 3FB = Direct Red 80, siehe Abbildung 10)
mit der charakteristischen Aminosauresequenz [Gly-X-Y], der Kollagenmolekiile. Die
spezifische Affinitdt des Farbstoffs fir Kollagen beruht auf den langlichen
Farbstoffmolekiilen, die sich parallel zu der langen starren Struktur des nativen
Kollagenmolekiils mit intakter Tripelhelix ausrichtet. Das bedeutet, dass, anders als beim
Kollagennachweis durch Hydroxyprolinbestimmung, bei der hier beschriebenen
Farbemethode nur intakte Kollagenmolekiile nachgewiesen werden konnen, die nicht
bereits degradiert sind. Eine Unterscheidung zwischen den verschiedenen Kollagentypen

wird mit dieser Methode nicht erreicht [18].
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Abbildung 10: Die Struktur des Farbstoffs Sirius Red 3FB [76]

4.2 Nachweis der Glykosaminoglykane

Zum Nachweis der Glykosaminoglykane in Eihduten werden drei verschiedene Methoden
verwendet, die jeweils eine andere GAG-Fraktion bestimmt. Um den gesamten Anteil der
Glykosaminoglykane (gGAG) zu bestimmen wird der Orcin-Test (siehe Kapitel 4.2.2 und
5.5.2) angewendet. Um den Anteil der sulfierten Glykosaminoglykane (sGAG), d. h. alle
Glykosaminoglykane aulRer Hyaluronsdure, nachzuweisen, wird die GAG-Bestimmung mittels
DMMB verwendet (siehe Kapitel 4.2.3 und 5.5.3). Hyaluronsdure (HA) wurde mittels
FACE / PAGEFS (siehe Kapitel 4.2.4 und 5.5.4) nachgewiesen.

4.2.1 Extraktion der Glykosaminoglykane

Vorhergehende Studien haben gezeigt, dass der Aufschluss mit Natriumborhydrid
gegeniiber anderen Aufschliissen, u. a. Aufschluss durch Enzyme, zur Extraktion der GAG aus

menschlichen Eihduten am besten geeignet ist [117].

Zusammen mit Helena Rahn [117] wurde eine Extraktionslésung nach lozzo [119] und

Ambrosius [9] modifiziert und der vorherrschenden Fragestellung angepasst:

Durch eine Extraktionslosung werden die Proben aufgeschlossen. Zur Neutralisierung wird
eine Natriumacetatléosung und Salzsdure verwendet. Die Proteine werden anschlieRend
mittels Trichloressigsdure geféallt. Bei einer erhohten Konzentration von TCA fallen die
Peptide aus. Nach der Zentrifugation enthalt das Pellet die zerstorte biologische Matrix,

Blutreste und die Peptide. Im Uberstand befinden sich die zu analysierenden GAGs. Die
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Probe wird gegebenenfalls mit Ethanol versetzt, sodass die GAGs ausfallen und gemessen

werden kénnen.

4.2.2 Gesamt-Glykosaminoglykan-Gehalt - Orcin-Test

Der Orcin-Test, nach seinem Entdecker Manfred Bial auch Bial-Probe genannt, wird in erster
Linie angewandt um Ribose, und manchmal auch andere Pentosen, mittels Orcin (auch
Orcinol oder nach IUPAC 3,5-Dihydroxytuluol genannt) zu bestimmen. In modifizierter Weise

kann dieser Test aber auch zum Nachweis von Hexosen verwendet werden:

Nach Zugabe des Orcin-Reagenz, bestehend aus Eisen(lIl)Chlorid, Salzsdaure und Orcinol, und
unter Hitzeeinwirkung wandelt sich Ribose in Furfural um, das wiederum mit Orcinol zu
einem Xanthen-Farbstoff umgewandelt wird, der photometrisch nachweisbar ist. Wenn die
angewendete Hitzeeinwirkung allerdings langer andauert, kdnnen auch Hexosen, wie eben

dem Glucuronolacton der Glykosaminoglykane, nachgewiesen werden:

Glykosaminoglykane bestehen aus einem Aminozucker und einer Uronsaure (L-lduronsaure
oder seinem Carbon-5-Epimer D-Glucuronsaure). Die Uronsaure wird durch eine
Mineralsdure in ein Uronsdure-Lacton umgewandelt, das dann wiederum mit dem
zugegebenen Orcin ein Xanthen-Farbstoff bildet. Beispielhaft wird hier die Orcin-Reaktion

mit der Uronsdure D-Glucuronsaure dargestellt:

D-Glucuronsaure wird in Anwesenheit von Salzsaure in Glucuronolacton umgewandelt (siehe

Abbildung 11).

o) 0
O. _OH (o)
HO HCl o
G =
HO OH - HO OH
OH
Glucuronsaure Glucuronolacton

Abbildung 11: Umwandlung von D-Glucuronsdure zu Glucuronolacton (modifiziert) [68]
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Die Aldehydgruppe des Glucuronolacton geht dann mit dem 2-wertigen Phenol Orcin eine

Kondensationsreaktion ein (siehe Abbildung 12).

o)
HO OH
o (o)
OH + 2
HO OH
CH,
Glucuronolacton Orcin Xanthen-Farbstoff

Abbildung 12: Kondensationsreaktion des Glucuronolacton mit Orcin (modifiziert) [68]

Das Produkt dieser Kondensationsreaktion ist ein sogenannter Xanthen-Farbstoff und kann

bei 670 nm photometrisch gemessen werden.

Die gGAG-Bestimmung der vorliegenden Arbeit wird nach dem Protokoll von Renato und

lozzo [119] durchgefiihrt.

4.2.3 Nachweis sulfierter Glykosaminoglykane

Sulfierte Glykosaminoglykane kénnen durch einfaches Anfarben mit
1,9-Dimethylmethylenblau (DMMB, siehe Abbildung 13) und anschlieBenden Messen mittels
Photometer bestimmt werden. Hierbei wurde die Modifikation nach Barbosa et al. [13]

verwendet.

CHs, CHj3
M
T
H ‘ _CH
SCHH &7 N CHj
CHj Cl” CHE

Abbildung 13: Strukturformel von 1,9-Dimethylmethylenblau (modifiziert) [135]
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DMMB ist ein dunkelblauer pulverférmiger Farbstoff, der bei einer Wellenlange von 656 nm
sein Absorptionsmaximum erreicht. Das positiv geladene Schwefelatom macht DMMB fir

die Detektion von sulfierten Glykosaminoglykanen maglich.

Der Farbstoff lagert sich an die negativen Ladungstrager (Sulfidgruppen der
Glykosaminoglykane) an und bildet mit ihnen einen Komplex. In saurem Milieu ist die
positive Ladung beim Schwefelatom. Aufgrund dieses Komplexes und der einhergehenden
Konformationsanderung andert sich die Farbe zu rosa bis lila. Die aufgeschlossene Probe
wird mit DMMB-Farbstoff in groBem Uberschuss versetzt und die sGAG reagieren mit dem
Farbstoff. Farbstoff, der nicht reagiert hat, wird wieder abgenommen. Der Komplex wird
wieder in Farbstoff und Glykosaminoglykane zerlegt und der Gehalt an Farbstoff
photometrisch ermittelt. Bei dieser Methode bestimmt man die Menge an Sulfatgruppen, da
ein DMMB-Farbstoffmolekil nur an eine negative Ladung bindet, sodass Hyaluronsaure mit

dieser Methode nicht erfasst wird.

In dieser Arbeit wird fir das Verfahren sulfierte Glykosaminoglykane zu bestimmen, die

Anleitungen zum Blyscan Assay Kit [19] und von Isabelle Barbosa et al. [13] benutzt.

4.2.4 Bestimmung des Hyaluronsauregehaltes

Die hier verwendete Methode Hyaluronsaure mittels Polyacrylamid-Gelelektrophorese zu
bestimmen, wird “Fluorophore-Assisted Carbohydrate Electrophoresis” (FACE) oder
“polyacrylamide gel electrophoresis of fluorophore labelled saccharides” (PAGE-FS) genannt.

Diese Methode wurde erstmalig von Calabro et al. [26] beschrieben:

Mittels FACE werden die Disaccharideinheiten der Hyaluronsaure bestimmt, weswegen die
Hyaluronsdure zuerst partiell verdaut werden muss. Die Disaccharide werden mit dem
Fluoreszenzfarbstoff 2-Aminoacridon (AMAC) spezifisch angefarbt und mittels PAGE
aufgetrennt. Die mit AMAC angefarbten Disaccharide konnen im UV-Licht sichtbargemacht

und quantifiziert werden.
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Der Nachweis der Hyaluronsaure erfolgte nach Calabro et al. [26, 27] mit Modifizierungen
von Karousou et al. [67] und dem Springer-Protokoll [119]. Die Herstellung der Gele erfolgte
nach dem Protokoll von Karousou et al. [66]. Die Rezepte wurden zwecks Anpassung auf die
vorherrschende Fragestellung zum Teil abgedndert (Erlduterungen siehe Kapitel

,4.2.4.3 Methodische Adaption und Optimierung®).

4.2.4.1 Extraktion

Glykosaminoglykane sind an Proteine gebunden und werden im ersten Schritt mittels
Proteinase K von den Proteinen getrennt. Je nachdem, welches Glykosaminoglykan zum
Disaccharid verdaut werden soll, werden verschiede Enzyme benutzt. Im Fall des Verdaus
von Hyaluronsdure wird Hyaluronidase SD (Steptococcus dysgalactiae) verwendet. Die so
erhaltenen A-Disaccharide (2-acetamido-2-deoxy-3-0-(4-deoxy-a-L-threo-hex-4-
enopyranosyluronic acid)-D-glucose = [Adi-nonSya), kurz ADiHA) werden mit AMAC gefarbt:
In Abbildung 14 ist zu sehen, wie sich das Disaccharid zunachst von der geschlossenen in die
offene Konformation verwandelt (1). Im n&chsten Schritt bindet AMAC an die offene
Konformation des Disaccharids zum Imin (Schiffsche Base) (2). Beide Schritte (1) und (2) sind
reversible Prozesse, sodass der AMAC-Disaccharid-Komplex stabilisiert werden muss. Die
Stabilisierung erfolgt durch Reduktive Aminierung mittels Natriumcyanoborhydrid
(NaBHsCN) (3). Natriumcyanoborhydrid ermdoglicht eine direkte Reduktive Aminierung von
Carbonylverbindungen durch selektives Abfangen des Iminiumions, da es einerseits aufgrund
der elektronenziehenden Cyanogruppe nicht in der Lage ist bei einem pH unter 5 Ketone und
Aldehyde zu reduzieren aber andererseits die starker basischen Imine noch im schwach
sauren Milieu reduziert [132]. Andere Reduktionsmittel haben meist den Nachteil auch
Aldehyde zu reduzieren, was zur Folge héatte, dass das AMAC nicht mehr an die offene
Konformation des Disaccharids binden konnte. Das so entstandene Amin reagiert nicht mehr
zum Imid zuriick, sodass nach entsprechender Inkubationszeit alle Disaccharide irreversibel

an AMAC gebunden sind.
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2-Aminoacridon (AMAC)
o}

NH:
offene Konformation Schiff'sche Base / Imin
N

OH H OH
> OH
HO O — HO = |
X0 CH=0 reversibel X0 CH—ITI
NH NH  AMAC
(2)
0 CH3 0™ "CHs;
(1) reversibel NaCNBH3 \ irreversibel (3)
OH OH
OH
(0]
e NH lI\MAC
NH
07 CHs
0™ “CH,3

) AMAC-fluorophor-markiertes Produkt
geschlossene Konformation

X = D-Glucuronséure (glcA)

Abbildung 14: Reaktion des Disaccharids mit AMAC (modifiziert) [26]

4.2.4.2 Enzymatische Spaltung der HA-Ketten in Disaccharideinheiten und Derivatisierung

Der Fluoreszenzfarbstoff AMAC bindet an die Aldehyd-Funktion des Disaccharids wahrend
dieses in seiner offenen Konformation vorliegt. Glykosaminoglykan-Ketten sind an ihren
reduzierenden Enden an Proteine zu Proteoglykanen gebunden, sodass es bei diesen
Molekiilen kein reduzierendes Ende gibt, an dem sich AMAC anlagern konnte. Ob
Hyaluronsdure-Ketten an ihren reduzierenden Enden substituiert sind, ist bisher nicht
endgiiltig geklart. In jedem Fall wiirde die oben beschriebene Methode ohne zusatzlichen
Verdau nicht funktionieren, da Hyaluronsdaure gewdhnlich als Polymer mit oft mehr als
10.000 sich wiederholenden Disaccharid-Einheiten vorliegt. In der Literatur ist eine Vielzahl
von GAG-degradierenden Enzymen beschrieben. Das hier verwendete Enzym
Hyaluronidase SD ist optimal geeignet, da es in einem Schritt die Oligosaccharide in

Disaccharide (ADiHA) teilt, wobei jedes dieser Disaccharide genau ein reduzierendes Ende
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aufweist (siehe Abbildung 14), an dem jeweils ein AMAC-Molekil binden kann. AMAC

fluoresziert bei UV-Licht, wodurch eine Quantifizierung moéglich wird.

4.2.4.3 Methodische Adaption und Optimierung

Elektrophoretische Trennung der Disaccharide

AMAC bindet an alle Molekiile in der Probe, die ein reduzierendes Ende aufweisen. Um
ADIHA von den Ubrigen angefarbten Molekiilen unterscheiden zu kénnen, werden die
Derivatisierungsprodukte elektrophoretisch aufgetrennt. Die ADiHA-Banden sind durch

mitlaufende ADiHA-Standards identifizierbar und damit auch quantifizierbar.

Ein besonderes Augenmerk bei der Elektrophorese liegt bei der ebenfalls durch AMAC
angefarbten Glukose, da Glukose natiirlicherweise in jeder Probe vorkommt und der ADiHA-
Bande bei der Elektrophorese am nachsten gelegen ist. Ziel ist es also die Glukose- und
ADiHA-Banden elektrophoretisch klar voneinander zu trennen. Zwar kénnte die Glucose
durch Ethanol-Fdllung vor dem Hyaluronsdaureverdau eliminiert werden, kleinere
Hyaluronsdauremolekiile koénnten dadurch aber auch verloren gehen, sodass die
Hyaluronsdurekonzentration geringer ausfallen wirde als sie tatsachlich ist. Aus diesem

Grund wird auf den Schritt der Ethanol-Fallung vor dem Hyaluronsaureverdau verzichtet.
Der Farbstoff Bromphenolblau wird aus verschiedenen Griinden zum Sammelgel gegeben:

1. Durch die Blaufarbung des Bromphenolblau kann das Sammelgel vom farblosen
Elektrophoresepuffer unterschieden werden. Dadurch sind die Taschen des Gels
klarer erkennbar, sodass Fehler beim Pipettieren in die Taschen minimiert werden.
Das Pipettieren geht aulerdem schneller vonstatten, wodurch eine Diffusion der
Proben im Sammelgel verhindert wird.

2. Der ungebundene Anteil des AMAC verbleibt bei der Elektrophorese in den Taschen
und lauft nicht mit. Dies sieht man mit bloffem Auge durch die neongelbe Farbung
des Farbstoffes in den Taschen nach Beendigung der Elektrophorese. Um ein
Uberleuchten der Probe zu verhindern, wird das Sammelgel vor Aufnahme mit der

Gel Doc Station entfernt. Die Konzentration an AMAC, das an die Proben bindet, ist
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hingegen so gering, dass die Banden im Laufgel mit blofem Auge nicht erkennbar
sind. Damit der Fortschritt der Elektrophorese trotzdem Ulberwacht werden kann,
konnte eine Tasche des Gels mit einem Langenmarker der Bromphenolbau enthalt,
mitlaufen. Wenn sich das Bromphenolblau allerdings bereits im Sammelgel befindet,
ist der Langenmarker nicht mehr notwendig, da das Bromphenolblau im Sammelgel
nicht dort verbleibt, sondern genau wie das Bromphenolblau im Langenmarker vor
den Proben mitlduft. Somit wird verhindert, dass die Proben aus dem Gel laufen;
gleichzeitig steht fiir die Elektrophorese eine Tasche mehr im Gel zur Verfliigung.

3. Die Elektrophorese lauft mit 25 mA/Gel bei maximal 500 V. Der Elektrophoresepuffer
kann mindestens 10 Mal wiederverwendet werden. Durch das Verbrauchen des
Puffers erhoht sich mit zunehmender Anzahl an Elektrophorese-Durchldaufen der
Widerstand, wodurch auch eine héhere Spannung erreicht wird. Je nach Volt-Zahl ist
die Elektrophorese nach 1-2 Stunde fertig. Wenn die Bromphenolblau-Front bis
ca. 1 cm vor das Gelende gelaufen ist, sind auch die Glucose-Banden von den ADiHA-

Banden klar voneinander getrennt.

Nach Beenden der Elektrophorese werden die Taschen durch sorgfaltiges Spllen mit H,04
vom ungebundenen AMAC befreit. Danach wird das Gel ohne Glaser analysiert. Werden die
Glaser vor dem Waschen entfernt, kann es passieren, dass das ungebundene AMAC (iber das

Gel lauft und ein unregelmaBiges Hintergrundrauschen verursacht.

4.2.4.4 Ergebnisse der Optimierung und Anpassung der PAGE-FS

4.2.4.4.1 Trennung von Glukose und ADiHA

In Abbildung 15 ist links die Lichtaufnahme (Foto mit weiRem Licht) eines Gels mit
Glasplatten zu sehen. Diese Ansicht entspricht der Sicht wahrend der Elektrophorese. Die
untere dunkle Linie im Gel zeigt die Bromphenol-Blau Front, die aus dem Sammelgel vor den
Proben lauft. In dieser Aufnahme sind die Proben nicht zu sehen. Abbildung 15 rechts zeigt
das Gel unter UV-Licht. Die Glasscheiben wurden entfernt und das Sammelgel abgetrennt.

Die Bromphenol-Blau Front ist in dieser Ansicht nicht zu sehen.
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Abbildung 15: Aufnahme eines FACE-Gels mit Glukose- und ADiHA-Standards. Links:
Lichtaufnahme, rechts: Aufnahme unter UV-Licht (eigenes Beispielergebnis)

Die Zahlen an den senkrechten Strichen reprdsentieren die Geltaschen (1 - 10). Die Zahlen an
den Banden entsprechen dem jeweiligen Messwert ,Volume“ (INTxmm?). Die unteren
Taschen der Banden 2 - 10 enthalten ADiHA-Standards. Die oberen Banden der Taschen 5 -
10 enthalten Glukose. Tasche 1 enthdlt den Blindwert ohne Glukose und ADiHA. Bei den
Taschen 5 und 10 kann das Programm die Banden nicht voneinander unterscheiden. Bei den
Taschen 6 - 9 kann das Programm zwischen den Glukose- und ADiHA-Banden unterscheiden.
Tasche 8 enthalt Glukose und ADiIHA in den richtigen Konzentrationen, da hier keine Licht-

Sattigung auftritt.

4.2.4.4.2 ADiHA-Standards

Abbildung 16: FACE-Gel mit ADiHA-Standards in 5 verschiedenen Konzentrationen (eigenes
Beispielergebnis)
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Abbildung 16 zeigt einen FACE-Testdurchlauf mit ADiHA-Standards. Die Zahlen
reprasentieren die Nummern der Taschen 1-10: Tasche 2: 0,5 umol ADiHA; Tasche 3:
1 umol ADiHA; Tasche 4: 2 umol ADiHA, Tasche 5: 2,5 umol ADiHA; Tasche 6: 3 umol ADiHA,

Taschen 7 bis 9 enthalten Glukose in verschiedenen Konzentrationen.
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)
£
o
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% y = 5083,5x + 5475,9
> R? = 0,9956

5000 -
O T T T T T T 1
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ADIHA [pmol]

Abbildung 17: Regressionsgerade eines FACE-Gels mit 5 ADiHA-Standards (eigenes
Beispielergebnis)

Abbildung 17 zeigt die Regressionsgerade aller fiinf Werte des Gels aus Abbildung 15 die mit
dem Programm QuantityOne berechnet wurde. Der Messwert der Fluoreszenz der ADiHA-
Banden wird in Volume angegeben. ADiHA wird bei den Standardgeraden in pmol
angegeben und die Ergebnisse spater in mg/g Gewebe umgerechnet. In Tabelle 1 sieht man
zum Vergleich die Berechnung aus Regressionsgeraden der Standardgeraden, die aus jeweils
3 der 5 Standards erstellt wurde. Die 2 Standards, die fiir die jeweilige Standardgerade nicht

verwendet wurden, wurden dem Programm als ,sample” angegeben und die Konzentration

automatisch berechnet:
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Tabelle 1: Auswertung Standardgerade von ADiHA-Standards mittels FACE (eigenes
Beispielergebnis)

Taschen | K [umol] | Abw. | K [umol] Abw. K [umol] Abw. K [umol] Abw. K [umol]

m&&m&m&
NN o R e e
m&mm&
B EEREIRTEE S e e

Taschen: Nummern der Taschen, die fiir die Erstellung der jeweiligen Standardgerade
verwendet wurde

K [umol]: Errechnete Konzentrationen der ADiHA-Standards, die fiir die jeweilige
Standardgerade nicht verwendet wurden

Abw: Abweichung der berechneten Konzentration vom Wert, der durch die

Standardgerade mit 5 Standards ermittelt wurde

Die fett gedruckten Werte der Tabelle stellen die errechneten Konzentrationen dar, die

innerhalb der jeweiligen Standardgeraden liegen.

Das BestimmtheitsmaR aller Geraden war R* > 0,97. Die Abweichungen (Abw. [%]) 4 weiterer

Testdurchldufe mit Werten, die innerhalb der Standardgeraden lagen, betragen max. 8%.

Tabelle 2 zeigt die Berechnung der ADiHA-Standards, wenn als Bezug nur ein bekannter Wert
verwendet wird. Die Werte (K[umol]) werden durch Dreisatz bestimmt.
Berechnungsgrundlage ist das gemessene Volume; nicht in der Tabelle dargestellt) der

jeweiligen Tasche derselben Spalte.
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Tabelle 2: ADiHA-Berechnung ohne Standardgerade (eigenes Beispielergebnis)

Tasche 2 Tasche 3 Tasche 4 Tasche 5 Tasche 6

Konz. [umol] | K [umol] | Abw. | K [umol] | Abw. [ K [umol] | Abw. | K [umol] | Abw. | K [umol] | Abw.
§
0,75 51% 1,06 |112%| 1,08 |[115%| 1,17 |134%

\

1 0,66 34% 1,41 | 41% 1,43 43% 1,55 55%
2 0,94 53% 1,42 29% \\\\\\\\\\\\&\\\\% 2,03 _ 2,20 10%
2,5 1,16 54% 1,75 30% 2,46 1% 2,71 9% |
3 1,28 57% 1,93 36% 2,72 9% %N

Konz. [mol] ADiHA-Konzentration [umol] des Standards in der jeweiligen Tasche

Tasche: Nummern der Taschen, die fir die Berechnung der anderen Werte der
jeweiligen Spalte verwendet wurden

K [umol]: Errechnete Konzentrationen der ADiHA-Standards aus dem Wert der
jeweiligen Tasche

Abw: Abweichung der berechneten Konzentration vom bekannten wahren Wert

4.3 Device for the Investigation of the Mechanical Properties of
Amniotic Sac Tissue

Das ,Device for the Investigation of the Mechanical Properties of Amniotic Sac Tissue”
(deutsch: Gerat zur Ermittlung der mechanischen Eigenschaften des Fruchtblasen-Gewebes),
kurz DIMPAST, wurde im Rahmen der Diplomarbeit von Timm Schréder [130] und der
Masterarbeit von Peter Linder [77] 2005 im Labor Zellbiophysik der FH Aachen gebaut, um
die (bio)mechanischen Eigenschaften humaner fetaler Eihdute zu messen. Danach
optimierte Guido Antweiler im Rahmen seiner Diplomarbeit 2007 DIMPAST weiter und
flihrte die ersten biomechanischen Messungen durch [10]. In Abbildung 18 ist das DIMPAST
(DIMPAST 1) aus dem Jahr 2005 dargestellt.
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Abbildung 18: DIMPAST 1, Version aus dem Jahr 2005 (Labor fiir Zellbiophysik, FH Aachen
University of Applied Sciences)

4.3.1 Funktionsweise des DIMPAST

Ein Stlck fetale Eihaut wird in das DIMPAST eingespannt und durch Druck aufgeblasen.
Dabei wolbt sich die Eihaut, so wie es auch wahrend der Schwangerschaft durch den
amniotischen, Druck des Fruchtwassers geschieht. Um die Bedingungen madglichst
physiologisch zu halten, wurde die Eihaut so in das Gerat eingelegt, dass das Amnion nach
unten (Richtung des Druck: von unten nach oben) gerichtet ist. Die Belastungsgrenze des
Gewebestlicks kann ermittelt werden, indem der Druck erhéht wird, bis das Eihautstiick
reilt. Der Druckpunkt, bei dem das Eihautstiick reiSt wird ,maximaler Reissdruck” (engl.
maximum bursting pressure) genannt und in kPa angegeben. Der Laser in der unteren
Kammer kann wahrend der Reissdruck-Messung die Deformation des Gewebes ermitteln.
Zusammen mit dem Laser in der oberen Kammer kann zudem die Dicke der Eihaut gemessen
werden. Somit ist es nicht nur moglich die ReiRfestigkeit zu bestimmen, sondern auch der
Elastizitatsmodul (E-Modul), um zusatzlich Informationen ({ber die mechanischen
Eigenschaften der Eihaut zu erhalten. Der E-Modul beschreibt den Zusammenhang zwischen
Spannung und Dehnung einer Probe, wobei deren Steifigkeit ermittelt werden kann. Das

Hookesche Gesetz besagt, dass die Ausdehnung € eines Kérpers linear proportional zur Kraft
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ist, die die Deformation (Dehnung) o verursacht. Wenn eine Probe, wie z. B. die fetale
Eihaut, zu sehr gedehnt wird, wird die elastische Deformation zur plastischen Deformation,
sodass die Probe nicht mehr in ihre urspringliche Form zuriick kann ohne beschadigt zu

werden [130].

Ein Stlick Eihaut wurde so flach wie moglich in die Messkammer eingespannt und mit dem
Positionierring fixiert. Danach wurde der Fixierkonus in die Kammer gedriickt. Die Kammer
wurde dann auf den Probenteller geschoben, sodass die Stahlfedern auf den Fixierkonus

driicken und die Probe so fixieren, dass sie wahrend der Messung nicht verrutschen kann.

Die Messung kann als ,Zyklischer Oszillations-Test” (engl.: cyclic oscillation test) oder als
,Reil-Test” (engl.: rupture test) durchgefiihrt werden. Beim Zyklischen Oszillations-Test
oszilliert der Druck zyklisch zwischen einer oberen und einer unteren Grenze. Diese Grenzen
konnen wahrend des Experiments verandert werden, um die Belastung langsam zu erhohen.
Dieser Modus soll die physiologischen Bedingungen wahrend der Wehen simulieren. Mit
dem Reil3-Test hingegen kann der Modus auf maximale Belastung gestellt werden. Damit

wird der Druck gleichmaRig erhoht, bis das Gewebe reilit.

Nach den DIMPAST-Messungen wurden die Eihautstliicke bei -80 °C eingefroren, um

anschliefend histologische oder biochemische Messungen durchfiihren zu kénnen.

4.3.2 Weiterentwicklung und Messungen mit DIMPAST

In den Jahren 2010, 2011 und 2012 wurde DIMPAST weiter optimiert und verandert. Die

verschiedenen Versionen des Gerats sind in Abbildung 19 dargestellt.
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Abbildung 19: DIMPAST-Weiterentwicklung. Links: DIMPAST 2 aus dem Jahr 2010, Mitte: DIMPAST
3 aus dem Jahr 2011, rechts: DIMPAST 4 aus dem Jahr 2012 (Labor fiir Zellbiophysik, FH Aachen
University of Applied Sciences)

Im Jahr 2009 fand Eric Wiemer heraus [151], dass die Dicke der Eihaut gemessen mit dem
Laser gleiche Ergebnisse brachte wie die Messung mittels Optischer Koharenztomographie
(= OCT, siehe dazu auch , Kapitel 4.4 Optische Kohdarenztomographie”), das zusatzlich in das
Gerat eingebaut wurde. Diese Ergebnisse wurden durch histologische Messungen [93]
unterstutzt. In vivo kénnte die Dicke der Eihaut also wahrscheinlich auch mittels OCT

bestimmt werden, was weniger Risiken birgt als die Untersuchung mittels Laser.

Hakan Oflaz ermittelte u. a. die Spanungs-Dehnungskurve und den max. Reissdruck der
Eihdute. Die in dieser Arbeit verwendeten Werte stammen sowohl von diesen Messungen,

als auch den Messungen von Guido Antweiler [10, 93, 103, 104].

4.4 Optische Kohdarenztomographie
Die Dicke der fetalen Eihdute wurde mittels optischer Kohdrenztomographie (OCT, engl.:
optical coherence tomography) ermittelt.

OCT funktioniert dhnlich wie eine Ultraschallmessung, nur dass nicht die Intensitat der

Riickreflexion von Schallwellen, sondern von Infrarotlicht gemessen wird. Im Gegensatz zum
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Ultraschall kann die Intensitat der Riickreflexion aufgrund der hohen Geschwindigkeit der
Lichtausbreitung nicht elektronisch gemessen werden [24]. Die Auflésung der OCT-Messung
kann abhangig von der Koharenzlange der Lichtquelle 1 - 15 um betragen, was dem ein- bis
zweifachem von konventionellem Ultraschall entspricht. In den meisten biologischen
Geweben ist die Bildtiefe durch die Abschwachung der optischen Streuung auf 2 -3 mm

limitiert [34].

Das Prinzip der OCT-Messung basiert auf der WeiRlichtinterferometrie. Bei der OCT werden
allerdings nicht lichtdurchlassige Proben, sondern teildurchldssige Materialien mit
unterschiedlichen Grenzschichten, die jeweils zu einer Reflexion den Lichtes fiihren,

untersucht [116].

Lichtquelle Referenzarm

Licht geringer
Koharenz

Strahlteiler Referenzspiegel

Messarm

Scan-
= Mechanismus

Detektor <

Abbildung 20: Genereller Aufbau einer OCT-Messeinrichtung. Die schwarzen Pfeile symbolisieren
den Faseroptikpfad und die roten Linien stellen den Freiraum-Lichtweg dar (modifiziert) [34]

Abbildung 20 zeigt das grundsatzliche Prinzip der OCT-Messung: Eine Lichtquelle strahlt Licht
geringer Kohadrenz auf einen Strahlteiler (Interferometer). Dieser Strahlteiler teilt das
einfallende Licht gleichmaRig auf Referenzarm und Messarm auf. Das Licht wird am Ende des
Referenzarms von dem Referenzspiegel reflektiert und trifft dann wieder auf den
Strahlteiler. Das Licht, das in den Messarm geschickt wird, trifft zunachst auf einen Scan-
Mechanismus, der den Lichtstrahl auf die Probe richtet und einen fokussierten Punkt in ein
oder zwei laterale Richtungen scannt. Dies geschieht gewohnlich computergesteuert. Das

von der Probe riickgestreute oder reflektierte Licht wird, genau wie das Licht aus dem
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Referenzarm, Uber die Faseroptik zurlick zum Strahlteiler geschickt. Die Interferenz der
Signale der beiden Arme wird von einem Lichtempfanger oder Detektor registriert und zum
sogenannten A-Signal (A-Scan = axialer Scan) weiterverarbeitet. Das A-Signal reprasentiert
das tiefenaufgeloste Reflektivitatsprofil der Probe am Brennpunkt des Lichtstrahls an der
fixierten lateralen Position des Scan-Mechanismus. Dadurch, dass der Scan-Mechanismus
den Fokus des Lichtstrahls auf die Probe verandern kann, entstehen mehrere A-Scans, die
von einem Computer in ein zwei-dimensionales Querschnittbild zusammengefligt werden.
Dieses Querschnittbild wird dann als B-Scan bezeichnet. Durch ein Rasterscan von einer
Serie von B-Scans kann dariiber hinaus ein drei-dimensionaler Datensatz (3D-OCT) erstellt

werden [34].

Durch die mogliche Bildtiefe der OCT ist es moglich fetale Eihdute komplett durch zu
scannen und somit auch deren Dicke zu bestimmen. In vorherigen Studien [93] wurde
bereits gezeigt, dass die Dickenmessung mittels OCT mit der Dickenmessung aus
histologischen Untersuchungen korreliert. Abbildung 21 zeigt die OCT-Aufnahme einer
menschlichen Eihaut in-vitro. Es kénnen sowohl Amnion und Chorion voneinander
unterschieden werden, als auch die dazwischen befindliche Schwammschicht (engl. spongy
layer) und eine eventuelle Licke zwischen den Schichten sichtbar gemacht werden. Das
obere Ende des Chorion und das untere Ende des Amnion sind klar erkennbar und die

absolute Dicke (engl. total thickness) kann so ermittelt werden.
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Abbildung 21: OCT-Aufnahme einer menschlichen Eihaut in-vitro [103]
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5 Material und Methoden

5.1 Chemikalien

Bezeichnung CAS Anwendung Hersteller
Nummer
1,9-Dimethyl-Methylen Blau = 931418-92- [ Nachweis sulfierter Sigma-Aldrich,
Taylor’s Blue 7 Glykosaminoglykane mittels DMMB | 341088
Nachweis sulfierter Sigma-Aldrich,
1-Propanol 71-23-8 Glykosaminoglykane mittels DMMB | 34871
- oL Kollagenbestimmung mittels Sigma-Aldrich,
2,4,6-Trinitrophenol = Pikrinsaure 88-89-1 Anfarbung durch Direct Dye 24069
. . _ Nachweis von Hyaluronsaure Sigma-Aldrich,
2-Aminoacridon = AMAC 27918-14-5 mittels FACE / PAGEFS 06627
2-'Hydroxy!c.>ropan—‘1,2,3— ) 77-92-9 Kollagenbes’Flmmu'ng mittels Roth, X863.1
tricarbonsdure = Zitronensdure Hydroxyprolinbestimmung
_ Kollagenbestimmung mittels Sigma-Aldrich,
2-Propanol = Isopropanol 67-63-0 Hydroxyprolinbestimmung 34965
3,3,5,5" Nachweis von Hyaluronsaure
Tetrabromphenolsulfonphthalein = 115-39-9 ) y Roth, T116.1
mittels FACE / PAGEFS
Bromphenolblau = BPB
3-[(3-Cholamidopropyl)dimethyl- Kollagenbestimmung mittels
75621-03- Roth, 1479.1
ammonio]-1-propansulfonat = CHAPS >621-03-3 Anfarbung durch Direct Dye oth, 9
Nachweis des Gesamt-
3,5-Dihydroxytoluol = 5- . . Alfa Aesar,
Methylresorcin = Orcin = Orcinol 504-15-4 GIyll<osammoglykan-GehaItes mittels 118567
Orcin-Test
4-(Dimethylamino)benzaldehyd = p- Kollagenbestimmung mittels Sigma-Aldrich,
. . 100-10-7 . .
Dimethylaminobenzaldehyd Hydroxyprolinbestimmung 33130
. Nachweis von Hyaluronsaure Sigma-Aldrich,
Acryl 79-06-1
crylamid 9-06 mittels FACE / PAGEFS A3553
. Nachweis von Hyaluronsaure Sigma-Aldrich,
Ammoniumacetat 631618 | ittels FACE / PAGEFS A1542
. _ Nachweis von Hyaluronsaure
Ammoniumpersulfat = APS 7727-54-0 mittels FACE / PAGEFS 215589
. Nachweis von Hyaluronsaure Sigma-Aldrich,
Borsaure 10043-35-3 | ittels FACE / PAGEFS B7901
. Nachweis sulfierter
Chondroitinsulfat 9007-28-7 Glykosaminoglykane mittels DMMB Roth, 5197.1
cis-4-Hydroxy-L-proline = 618-27-9 Kollagenbestimmung mittels Sigma-Aldrich,
Hydroxyprolin Hydroxyprolinbestimmung H1637
Collagen Solution, 3mg/ml, Ultrapure 9007-34-5 Kollagenbestimmung mittels Sigma-Aldrich,
Bovine Anfarbung durch Direct Dye C4243
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Bezeichnung CAS Anwendung Hersteller
Nummer
Nachweis von Hyaluronsaure mittels | Merck,
D(+)-Glucose 0997 | Eace / PAGEFS 8337.1000
D-Glucuronsaure-3,6-lacton = Nachweis des Gesamt-
’ - 32449-92-6 | Glykosaminoglykan-Gehaltes mittels | Fluka 49340
Glucuronolacton .
Orcin-Test
. e Kollagenbestimmung mittels Alfa Aesar,
Direct Red 80 = Sirius Red 3FB 2610-10-8 Anfarbung durch Direct Dye 821693
N N . Sigma-Aldrich,
Ethylendiamintetraessigsaure = EDTA 25102-12-9 | Kollagenextraktion ED2P
Ethylendiamintetraessigsdure Dikaliumsalz . Sigma-Aldrich,
Dihydrat = EDTA Dikaliumsalz Dihydrat 25102-12-9 | Kollagenextraktion ED2P
Ethylendiamintetraessigsaure . .
Dinatriumsalz Dihydrat = EDTA 6381-92-6 | Kollagenextraktion Sigma-Aldrich,
. . . E5134
Dinatriumsalz Dihydrat
Nachweis des Gesamt-
Eisen(lll)-Chlorid 10025-77-1 | Glykosaminoglykan-Gehaltes mittels | RS 551-277
Orcin-Test
Essigsaure 64-19-7 Kollagenextraktion Roth, 7332.2
Nachweis sulfierter
Ethanol 64-17-5 Glykosaminoglykane mittels DMMB Roth, 3065.1
- . Nachweis sulfierter Sigma-Aldrich,
Guanidinhydrochlorid = GuHCI 0011 Glykosaminoglykane mittels DMMB | 50950
Hyaluronic acid sodium salt from
Streptococcus equi, Poly(B-glucuronic acid- 9067-32-7 Nachweis von Hyaluronsdure mittels | Sigma-Aldrich,
[1->3]-B-N-acetylglucosamine-[1->4]), FACE / PAGEFS 53747
alternating
Hyaluronic acid disaccharide ADiHA sodium | 149368-06- | Nachweis von Hyaluronsdure mittels |Sigma-Aldrich,
salt = a-AUA-(1->3)-GIcNAc 9 FACE / PAGEFS H9649
gyjh;;;):;:’is;e Esr?z (frt;;egf)orrcm(r)rficsl;ison (EQ) 2232_55;_53_ Nachweis von Hyaluronsdure mittels | Northstar,
y>g =Ny FACE / PAGEFS 100741
Number: 4.2.2 3
Kollagenbestimmung mittels Sigma-Aldrich,
Kollagen 3meg/mi 231-791-2 | A\ tirbung durch Direct Dye C4243
. . N Nachweis sulfierter Sigma-Aldrich
= _1 o ’
Methansdure = Ameisensdure 64-18-6 Glykosaminoglykane mittels DMMB [ 94318
Kollagenbestimmung mittels
. . Hydroxyprolinbestimmung, Nachweis | Sigma-Aldrich,
131-90-
Natriumacetat Trihydrat 6131-90-4 sulfierter Glykosaminoglykane mittels | 71193
DMMB
Natriumborhydrid ;69_40_66_ Extraktion der Glykosaminoglykane ;glrgg-Aldrlch,
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Bezeichnung CAS Anwendung Hersteller
Nummer
Natriumchlorid = NaCl 7647-14-5 |Kollagenextraktion Roth, 3957.1
. . 25895-60- [ Nachweis von Hyaluronsiure mittels FACE / Sigma-Aldrich,
Natriumcyanoborhydrid 7 PAGEES 156159
. . Nachweis sulfierter Glykosaminoglykane
Natriumformiat 141-53-7 mittels DMMB Fluka 71540
Kollagenbestimmung mittels Hydroxyprolin-
bestimmung, Kollagenbestimmung mittels
Natriumhydroxid = NaOH |1310-73-2 [Anfarben mit Sirius Red 3FB, Extraktion der Roth, 6771.1
Glykosaminoglykane, Nachweis von Hyaluron-
saure mittels FACE / PAGEFS
Natriumhydroxid 1310-73-2 | Extraktion der Glykosaminoglykane Roth, 9356.1
. . Merck,
Pepsin 9001-75-6 [ Kollagenextraktion 21970100
. Kollagenbestimmung mittels Sigma-Aldrich,
0, - -
Perchlorsaure 60% 7601-90-3 Hydroxyprolinbestimmung 77232
Phenolsulfonphthalein = 143-74-8 Nachweis von Hyaluronsiure mittels FACE / Sigma-Aldrich,
Phenolrot PAGEFS 32661
Protease Inhibitor Cocktail | N. A. Kollagenextraktion sigma-Aldrich,
P2714
Proteinase K from
Tritirachium albu, Nachweis von Hyaluronsdure mittels FACE / Sigma-Aldrich
Endopeptidase K, Enzyme | 39450-01-6 ¥ & ’
. PAGEFS P4850
Commission (EC) Number:
3.4.21.64
Nachweis des Gesamt-Glykosaminoglykan-
Gehaltes mittels Orcin-Test,
A Kollagenbestimmung mittels
Salzsdure = HCl 7647010 Hydroxyprolinbestimmung, Extraktion der Roth
Glykosaminoglykane, Nachweis von
Hyaluronsaure mittels FACE / PAGEFS
Natriumdodecylsulfat = . .
Sodium dodecyl sulfate = |151-21-3 Extraktion der Glykosaminoglykane Sigma-Aldrich,
L4390
SDS
N,N"- 110-26-9 Nachweis von Hyaluronsdure mittels FACE / Sigma-Aldrich,
methylenbisacrylamid PAGEFS M7279
N,N,N'N™ Nachweis von Hyaluronsdure mittels FACE / Sigma-Aldrich
Tetramethylethylendiamin| 110-18-9 PAGEES 17024

=TEMED

63




Material und Methoden

Bezeichnung CAS Anwendung Hersteller
Nummer
Toluol-2-sulfonchloramidnatrium Kollagenbestimmung mittels
7 -50-4 Roth, 0271.1
= Chloramin T-Trihydrat 080-50 Hydroxyprolinbestimmung oth, 0
Trichloressigsiure = TCA 76-03-9 | EXtraktion der Roth, 3744.2
Glykosaminoglykane
Tris(hydroxymethyl)aminomethan 77-86-1 Nachweis von Hyaluronsaure |Sigma-Aldrich,
= Tris = Trizma base = Sigma 7-9 mittels FACE / PAGEFS T1378
Tris(hydroxymethyl)aminomethan . .
-Aldrich
hydrochlorid = Tris HCl = Trizma® |1185-53-1 |Kollagenextraktion %gz”;z drich,

hydrochloride

Sigma-Aldrich = Sigma-Aldrich Co. LLC

Roth = Carl Roth GmbH & Co KG

Northstar = Northstar BioProducts - Associates of Cape Cod, Inc. (Seikagaku Corporation)
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Gerat Name / Modell Anwendung Hersteller
pH-Meter 766 Einstellung des pH-Werts in | Knick Elektronische
pH-Meter . . .. ..
Calimatic Lésungen Messgerate
heizfahiger Schittler | Thermomixer Inkubation von 1,5 mL
.. . . . .. Eppendorf
fir Reaktionsgefdfle |compact Reaktionsgefalien
Gefriertrockner Lyovac GT2 Trocknung und GEA Lyophil GmbH
y Wassergehaltsbestimmung yop
. Trocknung und . .
Gefriertrockner Alpha 2-4 : Martin Christ GmbH
Wassergehaltsbestimmung
Autoklav 23 Autoklav 23 Autoklavieren von Losungen | Melag
Autoklav 2540 EL Autoklav 2540 EL Autoklavieren von Losungen | Systec GmbH

Zentrifugation von 15 mL

Zentrifuge Biofuge 15R Zentrifugationsrohrchen Heraeus Sepatech

oder grolRer
. Zentrifugation von 1,5 mL
Z f Megafuge 1. . . ’ H h
entrifuge egafuge 1.0 ReaktionsgefaRen eraeus Sepatec

W3 k

Warmeschrank T5060 E arme'Froc unung und Heraeus Sepatech
Inkubation
Abwi

Waage MC1 weight machine bW|e.ger? der verwendeten Sartorius
Chemikalien

haking W Bath
Wasserbad Shaking Water Bat Inkubation im Wasserbad PolyScience

System

Reagenzschittler

Vortex VIBRAX-VXR

Vermischung von Losungen
in Reaktionsgefadllen oder
Zentrifugationsréhrchen

IKA-Werke GmbH &
CO. KG

Ermittlung der Absorption Labor- und

Spektrophotometer | V-550, Jasco von Lésungen in Kiivetten Datentechnik GmbH
Ermittlung der Absorption

Microplatereader Model 680 von Lésungen in BIORAD
Mikrotiterplatten

Magnetriihrer mit IKAMAG RET Vermischung von Lésungen | IKA-Werke GmbH &

Heizfunktion

in groReren GefaRen

CO. KG
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5.3 Probenahme, -bearbeitung und Wassergehaltsbestimmung

Die in dieser Studie verwendeten Eihdute stammen von der Klinik und Poliklinik flr
Frauenheilkunde und Geburtshilfe der Uniklinik Koéln. Die Eihdute wurden als Nachgeburt

gesammelt, von der Placenta getrennt und mit 0,9 % NaCl gewaschen.

AnschlieBend wurden die Eihdute kartiert (Mapping) und auf ihre mechanischen
Eigenschaften hin untersucht [10, 103]. Nach dieser Untersuchung wurden die einzelnen

Stlicke einer Eihaut bei -80 °C eingefroren.

Tiefgefrorene Stlicke wurden mittels fllssigem Stickstoff und Morser und Pestil zu einem
feinen Puder verarbeitet. Jeweils 70—-100 mg dieses Homogenats wurden in 1,5 mL-
ReaktionsgefaRen (im Folgenden ,Tubes” genannt) abgefiillt und erneut bei -80°C

eingefroren.

Die Proben wurden in einem Lyophilisator in den Tubes gefriergetrocknet und anschlieRend

bis zur weiteren Verarbeitung erneut bei -80 °C eingefroren.

Die Wassergehaltsbestimmung erfolgte mittels Differenzwiegen der Proben vor und nach

der Gefriertrocknung:

Formel 1: Bestimmung des Wassergehalts

W halt [%] = Einwaage Probe [g] nach dem Gefriertrocknen < 100
assergehalt | 7o] = Einwaage Probe [g] vor dem Gefriertrocknen
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5.4 Bestimmung des Kollagengehaltes

5.4.1 Extraktion

Die Proben werden mit jeweils 1 mL NSC-Losung versetzt (1 M NaCl, 0,05 M TrisHCI, 1 %
Protease Inhibitor Cocktail), fiir 72 h geschiittelt und anschlieBend zentrifugiert (10.000 x g,
10 min, 4 °C). Der Uberstand wird abgenommen, als NSC-Fraktion gesammelt und bis zur
Messung bei -80 °C eingefroren. Auf die Pellets wird jeweils 1 mL APSC-L6sung (0,5 M konz.
Essigsaure, 0,5% Pepsin, 5 mM EDTA (hergestellt aus EDTA dipotassium salt dihydrate))
gegeben und fir 24 h geschiittelt. Alle Proben werden zentrifugiert (10.000 x g, 10 min,
4 °C). Der Uberstand wird als APSC-Fraktion gesammelt und bis zur Messung bei -80 °C
eingefroren. Die Pellets, die das unldsliche quervernetzte Kollagen (ISC = insoluble collagen)
beinhalten werden ebenfalls bei -80 °C eingefroren. Die ISC-Fraktion kann nicht mit der
Kollagengehaltbestimmung durch Anfarben (siehe Kapitel 4.1.3 und 5.4.3) bestimmt werden,
da diese Methode nur fiir Kollagene funktioniert, die sich in Loésung befinden. Die ISC-
Fraktion kann nur mit der Kollagengehaltbestimmung mit Hydroxyprolin (siehe Kapitel 4.1.2

und 5.4.2) ermittelt werden.

5.4.2 Bestimmung mit Hydroxyprolin

Zu jeder Probe wird 500 uL 2 M NaOH gegeben. Die Tubes werden mit Aluminiumfolie
abgedeckt und autoklaviert (120 °C, 20 min). Anschliefend werden die Tubes zentrifugiert
(10 min, 4°C, 10.000xg). Jeweils 50 puL des Uberstandes, der Proben und der
Oxidationslosung (300 mg Chloramin-T, 50 ml Oxidationspuffer) als Blindwert und
Hydroxyprolin-Standard aus der Stammldsung (1 mg/mL Hydroxyprolin gelést in 10 mM HCI)
werden in die Wells einer Mikrotiterplatte pipettiert. Der Citrat-Acetat-Puffer (34 g NaOH,
34 g Zitronensdauremonohydrat, 120 g Natriumacetattrihydrat) und der Oxidationspuffer
(600 mL Isopropanol, 330 mL H,0, 390 mL Citrat-Acetat-Puffer -> mit Essigsdure auf einen
pH-Wert von 6,0 einstellen -> auf 1 L mit H,O auffiillen) werden hergestellt. In jedes Well
einer Mikrotiterplatte wird 100 puL Oxidationsldsung pipettiert und fiir 5 min geschuittelt. Zu

jedem Well wird anschliessend 100 pL Ehrlich’s Reagenz (6g 4-(Dimethylamino)-
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benzaldehyd, 52 mL Isopropanol, 16 mL 50 %ige Perchlorsdure) pipettiert und durchmischt.
Die Mikrotiterplatte wird abgedeckt und 45 min im Wasserbad bei 60 °C inkubiert. Die

Absorptionen werden bei 540 nm gemessen.

5.4.3 Bestimmung durch Anfarben

Zu 1L siedendem Wasser wird zum bis zur Sattigung Pikrinsaure gegeben. Nach Abkuhlen
werden 1 g Sirius Red 3FB (Direct Red 80) und 125 mg CHAPS zugegeben. Der Farbstoff wird

in lichtundurchlassigen Flaschen maximal 3 Jahre bei Raumtemperatur gelagert.

Die Standards wurden aus Kollagen mit folgenden Konzentrationen hergestellt: 1 mg/mL,
0,5 mg/mL, 0,25 mg/mL, 0,125 mg/mL und 0,0625 mg/mL. Als Blindwert dient je nach
Fraktion die NSC- bzw. die APSC-Stammldsung.

100 pL Blindwert, Standard oder Probe (NSC- oder APSC-Fraktion) wird jeweils in ein Tube
gefillt und mit 1 mL Direct Dye versetzt. Bei zu hoher Kollagenkonzentration in den
Fraktionen wird weniger als 1 mL in die Tubes gefiillt — eine Verdinnung ist nicht
erforderlich. Die Tubes werden im Thermomix geschiittelt (30 min, 33 °C, 1.000 rpm).
AnschlieBend werden alle Tubes zentrifugiert (15.000 x g, 4 °C, 15 min). Der Uberstand wird
verworfen und Reste der Fllssigkeit entfernt. Zu den Pellets wird 1 mL Alkalisches Reagenz
(0,5 M NaOH) gegeben und die Tubes werden geschiittelt, bis sich die Pellets gelost haben.
Die Absorption der Blindwerte, Standards und Proben wird mit dem ELISA-Plate-Reader bei
einer Wellenlange von 540 nm gemessen. Dazu werden aus jedem Tube 200 pL in jedes Well

der Mikrotiterplatte pipettiert.

Aus den gemessenen Absorptionen der Standards wird eine Standardgerade erstellt und
Uber die Geradengleichung der linearen Regression die Kollagenkonzentration der Proben

errechnet.
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5.5 Nachweis der Glykosaminoglykane

5.5.1 Extraktion

Auf maximal 20 mg Eihaut wird 1 mL GAG-Extraktionslésung (0,8 % NaBHs4, 0,5 % SDS, 0,1 M
NaOH) gegeben. Die Proben werden fiir 16 h bei RT inkubiert. AnschlieRend werden die
Proben mit 200 uL 1 M Natriumacetat und dann mit 300 uL 1 M HCI versetzt. Zu den Proben
wird Trichloressigsaure gegeben, bis eine Konzentration von 10 % erreicht ist. Die Proben
werden 30 min auf Eis gelagert und anschlieffend 15 min bei maximaler Drehzahl bei 4 °C
zentrifugiert. Der Uberstand enthilt die Glykosaminoglykane. Das Vierfache des
Probenvolumens an 99 %igem Ethanol wird zur Probe gegeben und (iber Nacht bei -20 °C
inkubiert. Zuletzt werden die Proben fir 15 min bei maximaler Drehzahl bei 4°C
zentrifugiert. Der Uberstand mit den Glykosaminoglykanen wird abgenommen und bei -80 °C

gelagert oder direkt weiterverarbeitet.

5.5.2 Gesamt-Glykosaminoglykan-Gehalt - Orcin-Test

Standards enthalten Uronsdure in folgenden Konzentrationen: 5 pg/mL, 25 ug/mL,

50 pg/mL, 100 pg/mL und 200 pg/mL

Auf die aufgeschlossene Probe (vgl. Kapitel 5.5.1) sowie Standards und Blindwert wird
750 uL Orcinol-Reagenz (2 g Orcinol, 50 mL Eisen-Reagenz (0,75 g FeCl; aufgefillt auf 50 mL
mit H,0) und 1 L HCI-Reagenz (850 mL konz. HCI zu 150 mL H,0)) gegeben und bei 100 °C fir
20 min inkubiert. Nach Abkihlung auf RT werden die Absorptionen der Proben bei 670 nm

gemessen.

5.5.3 Nachweis sulfierter Glykosaminoglykane

Die Standards enthalten Chondroitinsulfat in folgenden Konzentrationen: 0 pg, 1 pug, 5 pg,

10 pg, 25 pg und 50 pg.
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Die hergestellten Losungen sind bei Raumtemperatur bis zu vier Monate haltbar. DMMB-

haltige Losungen missen bei Dunkelheit aufbewahrt werden.

Format-Losung (25 mL Ethanol, 100 mL 1M Guanidinhydrochlorid (=GuHCl), 1g
Natriumformiat, 1 mL 98% Ameisensaure -> aufgefillt auf 500 mL mit H,0) und DMMB-
Losung (16 mg 4-(Dimethylamino)benzaldehyd (= DMMB), 25 mL Ethanol -> durch
Filterpapier filtern, 100 mL 1 M GuHCI, 1 g Natriumformiat, 1 mL 98%ige Ameisensdure ->
aufgefillt auf 500 mL mit H,0) werden hergestellt. Auf die Proben, Standards und Blindwert
(besteht aus H,0) werden jeweils 1 mL DMMB-Medium (1:1 Mischung aus Format-Losung
und DMMB-L6sung) gegeben. Die Proben werden 30 min geschittelt und anschlieRend
zentrifugiert (12.000 x g, 4 °C, 10 min). Der Uberstand wird verworfen und die Tubes auf
einem Papiertuch abgetropft. AnschlieBend wird 1 mL Dissoziationslésung (50 mM
Natriumacetat, 10 % 1-Propanol, 4 M GuHCI) zu jedem Pellet gegeben. Der Komplex aus
Farbstoff und sulfierten GAGs geht in Lésung und das DMMB farbt die Losung blau. Die

Absorption wird bei 656 nm gemessen.

5.5.4 Bestimmung des Hyaluronsauregehaltes

5.5.4.1 Extraktion

Fiir die Hyaluronsaurebestimmung wurden Proben verwendet die wie in ,,5.3 Probenahme, -

bearbeitung und Wassergehaltsbestimmung” beschrieben, vorbereitet wurden.

Zu jeder Probe wird 300 puL Protease K Losung (>20 U/ml Protease K auf erforderliches
Volumen mit Ammonium-Acetat Puffer (100 mM Ammonium-Acetat, 0,0005 % Phenolrot,
pH auf 7,0 mit NaOH einstellen) einstellen) gegeben. Fiir den Blindwert wird ein leeres Tube
mit demselben Volumen Protease K Losung befiillt. Mit den Blindwerten wird weiterhin
genauso verfahren wie mit den Proben. Die Proben werden fiir 18 — 24 Stunden bei 60 °C
inkubiert. Die Protease K Reaktion wird gestoppt, indem alle Proben fiir 5 min auf 100 °C
erhitzt werden. Anschlieend werden die Proben zentrifugiert (10 min, 4 °C, 10.000 x g). Der
Uberstand wird gesammelt und wihrend der Weiterverarbeitung auf Eis gelagert. 100 pL des

Uberstands wird mit 1 mL auf -20 °C vorgekiihltem Ethanol versetzt. Die Proben werden
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4 Stunden bei -20 °C inkubiert. Anschliefend werden alle Proben zentrifugiert (15 min, 4 °C,

10.000 x g). Die Pellets werden gesammelt, bei —80 °C eingefroren und gefriergetrocknet.

5.5.4.2 Enzymatische Spaltung der HA-Ketten in Disaccharideinheiten und Derivatisierung

Zu jedem gefriergetrocknetem Pellet werden 100 pl Hyaluronidase SD Losung (100 mU/mL
Hyaluronidase SD auf erforderliches Volumen mit Ammonium-Acetat Puffer eingestellt,
Aliquote von 100 plL bei -20 °C gelagert) gegeben. Alle Proben werden fir 1 Stunde bei 37 °C
inkubiert. Nach der Inkubation werden alle Proben mit 900 pL auf -20 °C vorgekihltem
Ethanol versetzt und fir 2 Stunden bei -20 °C inkubiert. Die Proben werden zentrifugiert
(20 min, 4°C, 10.000 x g). Der Uberstand wird gesammelt, bei -80 °C eingefroren und
gefriertrocknet.

Die Derivatisierung erfolgt fiir Proben Blindwert und Standards gleichermafRen. ADiHA
Standards bestehen aus Aliquoten von 0,5 nmol — 3,0 nmol aus ADIHA Stamml6sung

((50 umol/L ADiHA) in Tubes abfillen, trocknen und bei -20 °C gelagert).

Zu jeder Probe wird 40 uL AMAC L6sung (12,5 mM 2-Aminoacridon auf erforderliches
Volumen mit DMSO/ Eisessig (85/15, v/v) eingestellt) hinzugefiigt und fir 15 min bei RT
inkubiert. Anschliefend wird zu jeder Probe 40 uL frisch zubereitete Natriumcyanoborhydrid
Losung (1,25 M Natriumcyanoborhydrid) gegeben und tiber Nacht (fir mind. 16 Stunden) bei
37 °C inkubiert. Nach Abklhlung auf Raumtemperatur wird jede Probe mit 20 uL Glycerol
versetzt

Die Derivatisierungsprodukte werden sofort analysiert oder bei -80 °C bis zur Messung

eingefroren. Die Derivatisierungsprodukte sind bei dieser Temperatur 6 Monate stabil [113].

5.5.4.3 Elektrophorese der derivatisierten Produkte

Die Acrylamidlosung fiir Laufgel (T 25 % / C 3,75 %) (N,N -methylenbisacrylamid, Acrylamid,
187,5 mM TRIS-Borat aus TRIS-Borat Puffer, 187,5 mM TRIS-HCI aus TRIS-HCI Puffer) und die
Acrylamidlésung fir Sammelgel (T 5% / C 1,5 %) (N,N'-methylenbisacrylamid, Acrylamid,
0,36 M TRIS-HCI aus TRIS-HCI Puffer, Bromphenol-Blau) werden hergestellt.
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Das Laufgel (fir 2 Gele: 10 mL Acrylamidlésung fir Laufgel, 5 uL TEMED, 50 pL 10 % (w/v)
Ammoniumpersulfat) wird fertig gestellt und sofort zwischen die Glasscheiben gegossen
(~5,5cm hoch). Isopropanol wird auf das Laufgel geben; die Polymerisierung dauert
ca. 20 min. Das Isopropanol wird wieder abgegossen und mit H,04 gesplilt. Das Sammelgel
(fur 2 Gele: 2,5mL Acrylamidlésung fir Sammelgel, 5uL TEMED, 25puL 10% (w/v)
Ammoniumpersulfat) wird hergestellt, zwischen die Scheiben gegossen und die Kamme
eingesetzt; die Polymerisierung dauert ca. 45 min. Die Kdmme werden entfernen und
Uberschissige Flussigkeit in den Taschen mit Filterpapierstiicken entfernen.

TRIS-Borat Puffer (1,5 M Tris(hydroxymethyl)aminomethan, 1,5 M Borsdure, pH auf 8,8 mit
5 M NaOH eingestellt) und der TRIS-HCI Puffer (1,5 M Tris(hydroxymethyl)aminomethane,
pH auf 8,8 mit konz. HCl eingestellt) werden hergestellt. Die Gele werden mit einem
Kihlblock in die Elektrophorese-Kammer gesetzt (Temperatur sollte 10°C nicht
Uberschreiten) und die Kammer mit Elektrophoresepuffer (0,15 M TRIS-Borat aus TRIS-Borat
Puffer hergestellt) gefillt (ca. 1 L). Jeweils 5 uL der derivatisierten Proben werden in jede
Gel-Tasche gefullt. Die Elektrophorese erfolgt bei 100 mA/Gel, 30 W, max. 500 V. Die
Elektrophorese wird beendet, wenn das Bromphenolblau aus dem Sammelgel bis ca. 1 cm

vor Glasende gelaufen ist.

5.5.4.4 Analyse und Auswertung der aufgetrennten Proben

Die Taschen werden griindlich mit H,0 gespiilt. Die Glaser werden vom Gel entfernt und das

Sammelgel abgetrennt.

In jedem Gel laufen mindestens 3 Standards in verschiedenen Konzentrationen und ein
Blindwert mit. Die Analyse der Gele erfolgt mit dem Programm , QuantityOne” von BioRad
unter UV-Licht. MessgrolRe ist ,Volume” bzw. ,,Adj. Volume” wenn der Blindwert abgezogen
wurde. ,Volume” ist nach BioRad definiert als die Summe der Intensitdten der Pixel
innerhalb der Volumenmarkierung multipliziert mit der Pixelfliche (INTxmm?). Der Blindwert
wird dabei als ,Global Background Subtraction” von allen anderen Werten abgezogen. Das
bedeutet, dass die durchschnittliche Pixelintensitdat in der Volumenmarkierung des
Blindwertes berechnet und von allen anderen Pixeln der anderen Volumenmarkierungen

(Proben und Standards) abgezogen wird [160]. Anhand der linearen Regression und

72



Material und Methoden

Geradengleichung wird die Konzentration der jeweiligen Proben bestimmt. Ergebnisse

werden akzeptiert, wenn das BestimmtheitsmaR der Standardgerade R* > 0,9 ist.

5.6 Statistische Analyse

Die Statistischen Analysen erfolgten mit dem Programm IBM SPSS Statistics 19. Signifikante
Unterschiede (p <0,05) wurden mit einem Obelisk (*) gekennzeichnet. Der Vergleich der
Kollagenkonzentrationen wurde mit dem Mann-Whitney-U-Test durchgefiihrt. Fir die
Korrelationen wurde die Pearson Korrelation verwendet. Die Ergebnisse werden mit der
jeweiligen Standardabweichung angegeben. Das Konfidenzintervall der Korrelationen wurde

mit einem Konfidenzniveau von 95 % in die jeweiligen Graphiken eingezeichnet.
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6 Ergebnisse

6.1 Kollagengehaltbestimmung mit Hydroxyprolin

Tabelle 3 und Abbildung 22 zeigen den Kollagengehalt von Term, Preterm, PROM und
PPROM Membranen ermittelt durch Hydroxyprolin-Bestimmung (hyp). Es zeigten sich keine

signifikanten Unterschiede.

Tabelle 3: Hydroxyprolingehalt von Term, Preterm, PROM und PPROM Membranen

Membran Nr. Anzahl hyp [mg/g]
1 n=7
Term 1,24 £0,10
2 n=7
1 n=3
Preterm 1,16 + 0,08
2 n=5
1 n=6
PROM 1,29+ 0,40
2 n=8
1 n=2
PPROM 2 n=6 0,79+0,19
3 n=4
1,8 -
1,6 -
1,4 -
1,2 - T ’f//
a0
w1 %
E
308 - /
-
0,6 - /
0u | %
02 /
0 T T ‘f.’é T 1
Term Preterm PROM PPROM

Abbildung 22: Hydroxyprolingehalt (hyp) von Term, Preterm, PROM und PPROM Membranen
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6.2 Kollagengehaltbestimmung durch Anfarben

Zur Farbung von Kollagen wurde Sirius Red 3FB benutzt. Tabelle 4 und Abbildung 23 zeigen
den Gehalt an gesamt-loslichen Kollagen von Term, PROM und PPROM Membranen. Es
besteht ein signifikanter Unterschied beim TSC zwischen Term und PROM Membranen
(*p <0,001) und zwischen Term und PPROM Membranen (Ap<0,001). Kein signifikanter
Unterschied besteht zwischen dem TSC- Gehalt von PROM und PPROM Membranen

Ergebnisse

(p =0,088).
Tabelle 4: TSC-Gehalt von Term, PROM und PPROM Membranen
Membran Nr. Anzahl TSC-Gehalt [mg/g] | TSC-Gehalt [mg/g]
1 n=9 24,2 +5,6
Term 2 n=9 32,6+ 4,9 28,6 +3,3
3 n=9 28,8+1,2
1 n=9 149+3,1
PROM 2 n=9 21,9+5,3 18,6 £2,9
3 n=9 18,9+5,3
1 n=5 24,6 £ 3,8
PPROM 2 n=9 21,9+3,3 22,1+£2,0
3 n=6 19,7+1,8
40
A
35 *
30 |
S | HHT 0 . e -
E 20 i
b i
F 15
10 /
5 e
O T jj T :.l 1
Term PROM PPROM

Abbildung 23: TSC-Gehalt von Term, PROM und PPROM Membranen
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6.3 Gesamt-Glykosaminoglykan-Gehalt - Orcin-Test

Tabelle 5 und Abbildung 24 zeigen den gesamt-Glykosaminoglykan-Gehalt (gGAG) von
Preterm, Term, PROM und PPROM Membranen ermittelt durch Nachweis der Uronsdure. Es
besteht ein signifikanter Unterschied im Uronsduregehalt zwischen Term und Preterm
Membranen (*p =0,003), zwischen Term und PPROM Membranen (**p =0,008) und
zwischen PROM und Preterm Membranen (*p = 0,038).

Tabelle 5: gGAG-Gehalt von Preterm, Term, PROM und PPROM Membranen

Membran Anzahl Uronsdure [mg/g]
Preterm n=18 94,5+11,2
Term n=25 125,6 £ 25,3
PROM n=26 130,2 £ 23,1
PPROM n=17 98,7 + 21,2
180 - *
160 - o
A
140 -+ _
— [
B 120 - "/”/
£
— 100 -+ /
g
@ 80 - /
s /
5 60 /
40 - /
- /
O T T Jé T 1
Preterm Term PROM PPROM

Abbildung 24: gGAG Gehalt von Preterm, Term, PROM und PPROM Membranen
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6.4 Sulfierte Glykosaminoglykane

Tabelle 6 und Abbildung 25 zeigen den Gehalt an sulfierten Glykosaminoglykanen (sGAG)
von Preterm, Term, PROM und PPROM Membranen ermittelt durch Nachweis mit DMMB. Es
wurden keine signifikanten Unterschiede im sGAG-Gehalt zwischen den 4 Gruppen

gefunden.

Tabelle 6: sGAG-Gehalt von Preterm, Term, PROM und PPROM Membranen

Membran Anzahl sGAG [mg/g]
Preterm n=18 1,78+ 1,13
Term n=27 1,81 £0,79
PROM n=27 2,47 £0,79
PPROM n=18 1,17 +£0,50

sGAG [mg/g]
\%

Preterm Term PPROM

Abbildung 25: sGAG-Gehalt von Preterm, Term, PROM und PPROM Membranen
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6.5 Bestimmung des Hyaluronsauregehaltes

Tabelle 7 und Abbildung 26 zeigen den Hyaluronsauregehalt (ADiHA) von Term, PROM und
PPROM Membranen ermittelt durch FACE. Die Probenanzahl ist fiir eine Statistik zu gering,

sodass keine signifikanten Unterschiede ermittelt wurden.

Tabelle 7: Hyaluronsauregehalt von Term, PROM und PPROM Membranen

Membran | Membran Anzahl HA [mg/g] Anzahl HA [mg/g]
1 n=2 26,4 +8,9
Term n=2 33,2+6,8
2 n=2 39,9+£8,6
1 n=1 12,2
PROM 2 n=1 45,0 n=3 32,9+14,7
3 n=2 41,5+11,1
PPROM 1 n=2 21,2+6,3 n=1 21,2
50,00 -
45,00 -
40,00 -
35,00 - [
= i
Eo 30,00 - ﬁ/
‘5 25,00 -
= 20,00 -
=
15,00 -
10,00 -
5,00 A
0,00 . 7 . .
Term PROM PPROM

Abbildung 26: Hyaluronsauregehalt von Term, PROM und PPROM Membranen
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6.6 Wassergehalt

Tabelle 8 und Abbildung 27 zeigen den Wassergehalt von Preterm, Term, PROM und PPROM
Membranen ermittelt durch Gefriertrocknung. Es wurden keine signifikanten Unterschiede

im Wassergehalt zwischen den 4 Gruppen ermittelt.

Tabelle 8: Wassergehalt von Term, PROM und PPROM Membranen

Membran | Membran Anzahl Wassergehalt [%] Anzahl Wassergehalt [%]
1 = +
Preterm n=3 85320, n=2 84,6+ 0,8
2 n=5 83,8+1,6
1 =7 83,6+1,0
Term n D= n=2 83,5+ 0,4
2 n=7 86,3+0,3
n==6 +
PROM L 869£3,5 n=2 87,6 0,2
2 n=38 85,2+2,5
1 n=6 84,4+0,0
PPROM . ! n=2 82,0+0,8
2 n=4 81,3+0,4
90,0
88,0
86,0
X
= 84,0 -
©
L
S 820 -
g
@ 80,0 -
2
78,0 -
76,0 -
74,0 : : : — L .
Preterm Term PROM PPROM

Abbildung 27: Wassergehalt von Term, PROM und PPROM Membranen
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6.7 Korrelationen

6.7.1 TSC-Gehalt und Hydroxyprolin

Der Kollagengehalt wurde mit zwei verschiedenen Methoden (vgl. Kapitel 4.1.2 und 4.1.3)
ermittelt. Es wurde untersucht, ob ein Zusammenhang zwischen den verschiedenen
Bestimmungsmethoden besteht. Abbildung 28 zeigt die Korrelation zwischen dem Gehalt an
gesamt-loslichen Kollagen ermittelt durch Anfarben mit Sirius Red 3FB (TSC) und dem
Kollagengehalt ermittelt durch Hydroxyprolin-Bestimmung (hyp). Es wurde keine Korrelation

zwischen dem TSC-Gehalt und dem Hydroxyprolin-Gehalt ermittelt.

400 -

350 -

w
o
o
1

L 3

TSC [mg/g]
N N
o (6]
o o
—e
*
o
o2
*
*
$ %
LK
*
*
*

* o0 .
150 - .
"
100 -
50 -
O T T T T 1
0 0,5 1 15 2 2,5

hyp [mg/g]

Abbildung 28: TSC-Gehalt und Hydroxyprolin (r =-0,110; p = 0,493; n = 41)

6.7.2 TSC-Gehalt und maximaler Reissdruck

Abbildung 29, Abbildung 30 und Abbildung 31 zeigen die Korrelation zwischen dem Gehalt
an gesamt-l6slichen Kollagen ermittelt durch Anfarben mit Sirius Red 3FB (TSC) und dem
maximalem Reissdruck (max. BP) ermittelt durch DIMPAST-Messungen. Es wurde eine
positive Korrelation zwischen bei Term Membranen als auch bei PROM Membranen
ermittelt. Keine Korrelation des TSC-Gehaltes konnte zwischen dem maximalen Reif3druck

und dem TSC-Gehalt von PPROM Membranen gefunden werden.
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max. BP [kPa]
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Abbildung 29: TSC-Gehalt und maximaler Reissdruck bei Term Membranen

(r=0,559; p=0,002; n = 27)

max. BP [kPa]
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Abbildung 30: TSC-Gehalt und maximaler Reissdruck bei PROM Membranen

(r =0,539; p = 0,005; n = 25)
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Abbildung 31: TSC-Gehalt und maximalem Reissdruck bei PPROM Membranen
(r=0,389; p=0,237; n=11)

6.7.3 Wassergehalt und maximaler Reissdruck

Abbildung 32 =zeigt die Korrelation zwischen dem Wassergehalt ermittelt durch
Gefriertrocknung und dem maximalen Reissdruck (max. BP) ermittelt durch DIMPAST-
Messungen. Es wurde eine signifikante negative Korrelation zwischen dem maximalen

ReiRdruck und dem Wassergehalt ermittelt.

70 -
60 - ‘
50 - L J
T oo
[- %
2401 ¢ $ *
2 30 * L
3307 * .3
£ g
20 -
* .
10 -
O T T T 1
75 80 85 90 95
Wassergehalt [%]

Abbildung 32: Wassergehalt und maximaler Reissdruck (r =-0,310; p = 0,013; n = 41)

82



Ergebnisse

6.7.4 Wassergehalt und Dicke

Abbildung 33 zeigt die Korrelation zwischen Wassergehalt ermittelt durch Gefriertrocknung
und Dicke ermittelt durch DIMPAST-Messungen. Es wurde eine signifikante positive

Korrelation zwischen dem Wassergehalt und der Dicke ermittelt.

0,8 -
0,7 -
0,6 - 4
0,5 -

Dicke[mm]

04 -
03 -

0,2 -

0 T T T T T T T T 1
76 78 80 82 84 86 88 90 92 94

Wassergehalt [%]

Abbildung 33: Korrelation zwischen Membranwassergehalt und —dicke (r = 0,420; p = 0,011; n = 36)

6.7.5 Wassergehalt und Hyaluronsaure

Abbildung 34 =zeigt die Korrelation zwischen dem Wassergehalt ermittelt durch
Gefriertrocknung und dem Hyaluronsauregehalt (ADiHA) ermittelt durch FACE. Da die
Probenanzahl zu gering fir eine Statistik war, wird hier nur die Tendenz einer positiven

Korrelation zwischen dem Wassergehalt und dem Hyaluronsauregehalt angegeben.
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Abbildung 34: Korrelation zwischen Wassergehalt und Hyaluronsaure (r = 0,906; p = 0,013; n = 6)

6.7.6 Hyaluronsdure und maximaler Reissdruck

Abbildung 35: Hyaluronsdure und maximaler ReissdruckAbbildung 35 zeigt die Korrelation
zwischen dem Hyaluronsduregehalt (ADiHA) ermittelt durch FACE und dem maximalen
Reissdruck (max. BP) ermittelt durch DIMPAST-Messungen. Da die Probenzahl zu gering fiir
eine Statistik ist, wurde keine Korrelation zwischen dem maximalen Reildruck und dem

Hyaluronsauregehalt ermittelt.
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50 -
45 -
40 -
35 -
30 -
25 -
20 -
15 -
10 -

max. BP [kPa]

20 30 40
ADIHA [mg/g]

50

Abbildung 35: Hyaluronsaure und maximaler Reissdruck (r = 0,363; p = 0,479; n = 6) Korrelation bei
untersuchten Probenzahlen nicht gefunden

6.7.7

Hyaluronsdure und Dicke

Abbildung 36 zeigt die Korrelation zwischen dem Hyaluronsduregehalt (ADiHA) ermittelt

durch FACE und der Dicke ermittelt durch DIMPAST-Messungen. Da die Korrelation zu gering

fur eine Statistik sind, wurde keine Korrelation

Hyaluronsduregehalt ermittelt.

zwischen der

Dicke und dem

0,6 -

0,5 -

0,4 -

0,3 -

Dicke [mm]

0,2 -

0,1 -

0 T
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50,0

Abbildung 36: Korrelation zwischen Hyaluronsaure und Dicke (r = 0,724; p = 0,167; n = 5)
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6.7.8 Hyaluronsdure und TSC-Gehalt

Abbildung 37 zeigt die Korrelation zwischen dem Hyaluronsduregehalt (ADiHA) ermittelt
durch FACE und dem Gehalt an gesamt-loslichen Kollagen ermittelt durch Anfarben mit
Sirius Red 3FB (TSC). Da die Probenzahl zu gering fiir eine Statistik sind, wurde keine

Korrelation zwischen dem Hyaluronsauregehalt und dem TSC-Gehalt ermittelt.

300 -+

250 - .

200

150 -

TSC [mg/g]

100 -

50 -

O T T T T 1
0 10 20 30 40 50

ADIHA [mg/g]

Abbildung 37: Hyaluronsdure und TSC-Gehalt (r = 0,336; p = 0,580 ; n = 5)

6.7.9 Gesamt-Glykosaminoglykan-Gehalt und Dicke

Abbildung 38 zeigt die Korrelation zwischen dem gesamt-Glykosaminoglykan-Gehalt (gGAG)
ermittelt durch Nachweis der Uronsaure und der Dicke ermittelt durch DIMPAST-
Messungen. Es wurde keine Korrelation zwischen dem Uronsauregehalt und der Dicke

ermittelt.
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Abbildung 38: gGAG und Dicke (r = 0,193; p = 0,146; n = 58)

6.7.10 Gesamt-Glykosaminoglykan-Gehalt und maximaler Reissdruck

Abbildung 39 zeigt die Korrelation zwischen dem gesamt-Glykosaminoglykan-Gehalt (gGAG)
ermittelt durch Nachweis der Uronsdaure und dem maximalen Reissdruck (max. BP) ermittelt
durch DIMPAST-Messungen. Es wurde eine signifikante negative Korrelation zwischen dem

Uronsauregehalt und dem maximalen Reifldruck ermittelt.
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200 - .
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) ¢
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Abbildung 39: gGAG und maximaler Reissdruck (r = -0,358; p = 0,007; n = 54)
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6.7.11 Gesamt-Glykosaminoglykan-Gehalt und TSC-Gehalt

Abbildung 40 zeigt die Korrelation zwischen dem gesamt-Glykosaminoglykan-Gehalt (gGAG)
ermittelt durch Nachweis der Uronsdure und dem Gehalt an gesamt-loslichen Kollagen
ermittelt durch Anfarben mit Sirius Red 3FB (TSC). Es wurde eine negative Korrelation

zwischen dem Uronsaduregehalt und dem TSC-Gehalt ermittelt.
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Abbildung 40: Korrelation zwischen gGAG und TSC-Gehalt (r = -0,295; p = 0,005; n = 86)
6.7.12 Gesamt-Glykosaminoglykan-Gehalt und Wassergehalt

Abbildung 41 zeigt die Korrelation zwischen dem gesamt-Glykosaminoglykan-Gehalt (gGAG)
ermittelt durch Nachweis der Uronsdaure und des Wassergehalts ermittelt durch

Gefriertrocknung. Es wurde ein positive Korrelation zwischen dem Uronsduregehalt und dem

Wassergehalt ermittelt.
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Abbildung 41: Korrelation zwischen gGAG und Wassergehalt (r = 0,380; p < 0,001; n = 86)

6.7.13  Sulfierte Glykosaminoglykane und Dicke

Abbildung 42 zeigt die Korrelation zwischen dem Gehalt sulfierter Glykosaminoglykane
(sGAG) ermittelt durch Nachweis mit DMMB und der Dicke ermittelt durch DIMPAST-
Messungen. Es wurde eine positive Korrelation zwischen dem sGAG-Gehalt und der Dicke

ermittelt.

12 + 2 2
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Abbildung 42: Korrelation zwischen sGAG und Dicke (r = 0,378; p = 0,047; n = 28)
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6.7.14  Sulfierte Glykosaminoglykane und maximaler Reissdruck

Abbildung 43 zeigt die Korrelation zwischen dem Gehalt sulfierter Glykosaminoglykane
(sGAG) ermittelt durch Nachweis mit DMMB und dem maximalen Reissdruck (max. BP)
ermittelt durch DIMPAST-Messungen. Es wurde eine negative Korrelation zwischen dem

SGAG-Gehalt und dem maximalen ReiRdruck ermittelt.

10 - ¢

sGAG [mg/g]

max. BP [kPa]

Abbildung 43: Korrelation zwischen sGAG und max. BP (r =-0,508; p = 0,007; n = 27)

6.7.15 Sulfierte Glykosaminoglykane und TSC-Gehalt

Abbildung 44 zeigt die Korrelation zwischen dem Gehalt sulfierter Glykosaminoglykane
(sGAG) ermittelt durch Nachweis mit DMMB und dem Gehalt an gesamt-l6slichen Kollagen
ermittelt durch Anfirben mit Sirius Red 3FB (TSC). Es wurde eine positive Korrelation

zwischen dem sGAG-Gehalt und dem TSC-Gehalt ermittelt.
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Abbildung 44: sGAG und TSC (r = 0,732; p = 0,05; n = 49)

6.7.16  Sulfierte Glykosaminoglykane und Wassergehalt

Abbildung 45 zeigt die Korrelation zwischen dem Gehalt sulfierter Glykosaminoglykane
(sGAG) ermittelt durch Nachweis mit DMMB und des Wassergehalts ermittelt durch
Gefriertrocknung. Es wurde eine positive Korrelation zwischen dem sGAG-Gehalt und dem

Wassergehalt ermittelt.
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Abbildung 45: sGAG und Wassergehalt (r = 0,591; p < 0,001; n = 49)
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7 Diskussion

Eine der Hauptursachen der Frithgeburtlichkeit ist der friihe vorzeitige Blasensprung (fVBS)
der Eihaute, der in 30 — 40 % aller Falle zu einer Friihgeburt fihrt [127]. Diese Tatsache ist als
kritisch anzusehen, da die neonatale Sterberate vor allem durch die Mortalitat zu friih
geborene Babys zustande kommt. Gynadkologen haben bisher noch kein zuverldssiges
diagnostisches Mittel, um die Wahrscheinlichkeit eines bevorstehenden Blasensprungs zu
bestimmen. Die Fruchtblase, auch Eihaut oder fetale Membran genannt, besteht aus einem
dinnen aber stabilen Membran-Paar: Amnion und Chorion. Wenn die Eihaut reifSt, tritt
Fruchtwasser aus und das Baby muss nach kurzer Zeit geboren werden. Aus diesem Grund
sind Stabilitdit und Komponenten der Eihaut von besonderem Interesse. Die
Hauptkomponente der Eihdute ist die Extrazelluldre Matrix (EZM) und bestimmt die
physikalischen Eigenschaften. Die EZM wiederum besteht zum grofRen Teil aus Kollagen und
Glykosaminoglykanen, wie z. B. der Hyaluronsaure, die ein extremes
Wasserbindungsvermogen aufweist [3]. Um einen bevorstehenden Blasensprung
vorhersagen zu kénnen, muss es zuerst ein generelles Verstandnis (iber den Zusammenhang

der biochemischen und biomechanischen Eigenschaften der EZM der Eihdaute geben.

Diese Arbeit ist Teilprojekt eines groBen Forschungsvorhabens an der FH Aachen, in dem
angestrebt wurde, zu zeigen, welche Parameter (biochemisch und biomechanisch) der
fetalen Eihdute beim (f)VBS (im Folgenden ,PROM* bzw. ,PPROM Membranen”“ genannt)
bzw. bei einer Friihgeburt (im Folgenden , Preterm Membranen” genannt) im Gegensatz zu
zeitlich regelgerechten Geburten (im Folgenden ,Term Membranen” genannt) eine wichtige
Rolle spielen. Anhand dieser Ergebnisse soll eine Auswahl an Messungen getroffen werden,
die spater in klinischen Studien Verwendung finden. In diesen klinischen Studien sollen die
fetalen Eihdute beriihrungslos von einer Sonde wahrend der Schwangerschaft vermessen
werden. Daher wurde besonderes Augenmerk darauf gelegt, dass fiir die hier verwendeten
Messungen Methoden verwendet wurden, die Ergebnisse liefern, wie sie auch physiologisch
und auch bei in vivo Messungen zu erwarten waren. Fir die vorliegende Arbeit wurden also
nur Methoden zur Parameterbestimmung verwendet, die vergleichbare Ergebnisse zu den

Methoden die bei der Sonde Verwendung finden, liefern.

92



Diskussion

In einem GrofRteil der Studien Uber menschliche Eihdute wird nur das Amnion fir die
biochemischen Methoden herangezogen, da das Amnion bei Reitests nach dem Chorion

reildt (siehe Abbildung 46) und somit als stabilitdatsbestimmend gilt [104, 109].

intaktes

/ Amnion

Aufgerissenes Chorion

Abbildung 46: Beim Platztest im DIMPAST reit das Chorion vor dem Amnion [130]

Amnion und Chorion unterscheiden sich in ihrem EZM-Komponenten und Eigenschaften [7,
25]. In vivo arbeiten diese beiden Gewebsschichten jedoch zusammen, sodass z.B.
Messungen des maximalen Reissdrucks durch die alleinige Messung des Amnions verfalscht
werden konnten. Aus diesem Grund wurden fir diese Arbeit nur Messungen der gesamten
Eihaut und nicht nur mit dem Amnion durchgefiihrt. Dieser Unterschied der Probemethodik
kann einen grofRen Unterschied von Ergebnissen bei sonst vergleichbaren Studien bringen.
Zudem konnte es sein, dass die Methode, die spater bei in vivo Messungen verwendet wird
(z. B. OCT-Aufnahmen), nur in der Lage sind, Amnion und Chorion gemeinsam zu messen, da
diese in vivo naturlich nicht trennbar sind. Wenn Ergebnisse nur mit dem Amnion gewonnen
werden wirden, konnte man die Ergebnisse mit spateren in vivo Messungen nicht
vergleichen.

Kollagen als Hauptbestandteil der EZM fetaler Eihdute spielt eine wichtige Rolle fir die
Stabilitdt der Membranen. Allerdings unterscheiden sich die Meinungen in der Literatur, ob
eine generelle Abnahme der Kollagenkonzentration [53, 136], eine Veranderung der
Kollagen-Typen Verteilung [8], eine Veranderung der chemischen Struktur des Kollagens [5],
oder eine Veranderung des Kollagenmetabolismus wie z. B. der erhéhten Loslichkeit von
Kollagen [141, 144] in der EZM der fetalen Eihdute das Gewebe schwacht. Zudem wurde
gezeigt, dass verschiedene Ergebnisse auch dadurch erreicht werden, indem verschiedene

Kollagenbestimmungsmethoden oder Kollagenextraktionen verwendet wurden, dass mal
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das Amnion, mal das Chorion oder beide Schichten als Probe dienten, dass die
Kollagenkonzentration pro Gewichtseinheit oder pro Flache angegeben wurde, und ob
bestimmte Bereiche (wie z. B. die Rissstelle) von der Beprobung ausgeschlossen wurden
oder nicht. Zudem verwenden einige Studien als Kontrollgruppe Eihdute von zeitlich
regelgerechten Geburten (Term Membranen) und manche von Friihgeburten (Preterm

Membranen) [84].

Wenn Kollagen durch die Bestimmung von Hydroxyprolin ermittelt wird, wird auch
vollstandig degradiertes Kollagen ohne stabilitdts-bestimmende Eigenschaften fiir die EZM
mitgemessen. Das gemessene TSC (total soluble collagen = gesamt-losliches Kollagen) in
dieser Arbeit reprasentiert nur Kollagen mit intakter Triple-Helix, das in der Lage ist, die
Stabilitat der Eihaut zu bestimmen. Wahrend Mac Dermott [84] und AlZaid [5] keine
Abnahme der Hydroxyprolinkonzentration im Amnion von PROM Membranen fanden, zeigte
Skinner [7] eine Reduktion des Hydroxyprolin-Gehaltes in PROM Membranen. In der
vorliegenden Arbeit wurde ebenfalls kein signifikanter Unterschied im Hydroxyprolingehalt
zwischen Term, Preterm, PROM und PPROM Membranen gefunden (siehe Abbildung 22).
Die gegensatzlichen Ergebnisse konnten an den verschiedenen angewendeten Methoden
liegen oder dadurch zu Stande kommen, dass der Hydroxyprolingehalt nicht den
tatsachlichen Kollagengehalt der fetalen Eihdute reprasentiert. Diese Vermutung wird durch
den Vergleich von Hydroxyprolingehalt und TSC-Gehalt in dieser Arbeit unterstitzt: So
konnte keine Korrelation zwischen Hydroxyprolingehalt und TSC-Gehalt ermittelt werden
(r=-0,110;p=0,493;n=41). Zudem zeigte Hampson [53] eine Abnahme des
Kollagengehaltes in PPROM Membranen gegeniber Preterm Membranen. Als Methode
verwendete er das Sircol Kit der Firma biocolor, das nach dem gleichen Prinzip funktioniert
wie die in dieser Arbeit beschriebene ,Kollagengehaltbestimmung durch Anfarben” (vgl.
Kapitel 4.1.3 und 5.4.3). Die Messungen in dieser Arbeit zeigten in etwa gleiche Ergebnisse:
Der TSC-Gehalt von PROM Membranen (p <0,001) und PPROM Membranen (p < 0,001)
waren signifikant niedriger als der TSC-Gehalt von Term Membranen. Es wurde hingegen
kein signifikanter Unterschied zwischen dem TSC-Gehalt von PROM und PPROM Membranen

gefunden (p =0,088). Aus diesem Grund ist in der vorliegenden Arbeit nur das intakte
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Kollagen, messbar als TSC-Gehalt, von Interesse, da dieses die Eigenschaften der fetalen

Eihdute reprasentiert.

Es wurde bereits in vorangegangenen Studien an der FH Aachen, Institut flir Bioengineering
gezeigt, dass der Reissdruck von Term Membranen signifikant héher ist als der von PROM
Membranen [104]. Daher wird angenommen, dass Eihdute zeitlich regelgerechter Geburten
stabiler sind, als Eihdute von einem vorzeitigem Blasensprung [104]. Die vorliegende Arbeit
zeigt, dass es eine positive Korrelation zwischen dem TSC-Gehalt und dem maximalen
Reissdruck (max. BP) sowohl bei Term Membranen (r = 0,559 ; p = 0,002) als auch bei PROM
Membranen (r=0,539; p =0,005) gibt. Das bedeutet, dass der Gehalt an Kollagen einen

Biomarker fur die Stabilitat der fetalen Eihdute darstellen konnte.

Vor der Konzentrationsbestimmung der Hyaluronsdure, wurde die Bestimmungsmethode
mittel PAGE-FS / FACE nach Calabro et al. [26, 27] und Karousou et al. [66, 67] optimiert und
an die vorherrschende Fragestellung angepasst (siehe Kapitel 4.2.4.3): In dieser Arbeit wurde
der erste Waschschritt ausgelassen, der dazu dienen soll, stérende Glukose aus den Proben
zu eliminieren. Dieser Waschschritt wird vorgeschlagen, da in allen physiologischen Proben
Glukose natirlich vorkommt und der ADiHA-Bande so nahe gelegen ist, dass sie oft schwer
voneinander zu trennen sind. Der erwdhnte erste Waschschritt hat jedoch den Nachteil, dass
es gleichzeitig zum Verlust von sehr kleinen Hyaluronsdauremolekilen kommen kann und die
Ergebnisse so verfdalscht werden. In Vorversuchen in dieser Arbeit wurden fir die
Elektrophorese gleichzeitig Glukose und vorverdaute ADiHA-Molekile (kommerziell
erworben) verwendet. In diesen Testlaufen war das Bromphenol-Blau bereits in das
Sammelgel gegeben worden; In den Protokollen von Calabro und Karousou wurde
vorgeschlagen, eine Tasche mit einem gewdhnlichen Protein-Elektrophorese-Standard, der
Bromphenol-Blau enthalt, zu verwenden. In der vorliegenden Arbeit wurde jedoch das
Bromphenol-Blau beim Giellen in das Sammelgel gegeben und die Elektrophorese gestoppt,
wenn die Bromphenol-Blau Front ca. 1 cm vor das Gelende gelaufen war (siehe Abbildung 15
links). Malstab fir eine ausreichende Trennleistung der Banden ist, dass keines der Pixel
einer Bande an einem der Pixel einer anderen Bande liegt, damit die Auswerte-Software
QuantityOne die Pixel klar den jeweiligen Banden zuordnen kann. Wie in Abbildung 15

rechts, Tasche 8 zu sehen ist, kann die Glukose-Bande klar von den ADiHA-Banden getrennt
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werden, sodass eine Quantifizierung moglich ist. Bedingung hierfiir ist, dass die
Konzentration bzw. Verdliinnung der Probe so gewahlt wird, dass es nicht zu einem
Uberleuchten wie in den Taschen 4-7 und 9-10 kommt. Diese Vorversuche zeigen
einerseits, dass der Fortlauf der Elektrophorese mit Hilfe des Bromphenol-Blau im
Sammelgel Uberwacht werden kann, ohne eine zusatzliche Tasche fiir einen Marker
verwenden zu missen und dass andererseits der Waschschritt zur Glukose-Eliminierung
entfallen kann, da die Glukose- und die ADiHA-Banden weit genug voneinander entfernt
sind, um die ADiHA-Banden zu analysieren.

Im Springer-Protokoll [119] wird weiterhin vorgeschlagen als Standard eine Tasche mit
bekannter Konzentration an ADiHA zu befillen und die unbekannten Konzentrationen mit
Hilfe von Dreisatz aus diesem einen Standard zu berechnen. Im Vergleich zu Vorversuchen in
dieser Arbeit mit Standardgeraden mit mindestens flinf Standards (Berechnung der
unbekannten Konzentration anhand der Geradengleichung der Regressionsgeraden),
ergaben sich allerdings wesentlich héhere Abweichungen. Das liegt daran, dass der
Zusammenhang zwischen der Fluoreszenz des an ADiHA gebundenen AMAC und der ADiHA-
Konzentration zwar linear, jedoch nicht proportional ist. Das ware aber eine Voraussetzung
dafiir, die Berechnung per Dreisatz durchzufiihren. Der nicht-proportionale Zusammenhang
ist daran zu erkennen, dass die Standardgerade niemals durch den Nullpunkt verlauft d. h.
der Wert des y-Achsenabschnitt der Geradengleichung nie nahe bei 0 liegt (siehe Abbildung
17). In Tabelle 2 sieht man, dass der Fehler bei der Berechnung mittels Dreisatz umso gréBer
wird, je weiter der Messwert vom Referenzwert liegt. Im extremen Fall entstehen so Fehler
von 57 % - 135 % Abweichung. So kann es bei der Berechnung nach dem Springer-Protokoll
nicht zu zufriedenstellenden Ergebnissen kommen und die Verwendung einer
Standardgeraden ist zum Erlangen richtiger Werte unerlasslich. Weitere Testdurchlaufe
zeigten, dass die Verwendung von drei Standards zur Erstellung einer Standardgerade
ausreichend ist. Es wurden bei den Messungen in dieser Arbeit keine Messwerte verwendet,
die hoher oder niedriger waren als die Standards. Somit ist gesichert, dass die Messwerte im
linearen Bereich liegen und durch die Geradengleichung die Konzentration berechnet
werden kann. Hier gab es bei Testdurchldufen Abweichungen von max. 8 % (siehe Tabelle 2).
Durch diese Vorversuche konnte ein vereinfachtes Protokoll fiir den Nachweis von

Hyaluronsdure mittels PAGE-FS / FACE erstellt werden, das problemlos fiir Versuche an
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humanen Eihduten anwendbar ist und gleichzeitig eine glinstige Alternative zur haufig
verwendeten Bestimmung mittel ELISA (= Enzyme Linked Immunosorbent Assay) bietet.

Hyaluronsdure verhilt sich in der EZM wie ein “Sieb’. Bei Konzentrationen Uber 1 g/L bildet
es ein Netzwerk und reguliert so den Transport von anderen Makromolekiilen durch den
extrazelluldaren Raum [72] und begiinstigt deren Fortbewegung [142]. Aufgrund dieser
Eigenschaften ist Hyaluronsdure in der Lage, die MMP-Expression und Aktivierung von
latenten MMPs zu erhéhen [61]. MMPs sind fiir den Abbau der EZM, vor allem fir den
Kollagenabbau, verantwortlich und kénnten dadurch die Kollagenkonzentration in fetalen
Eihduten senken oder die Kollagenloslichkeit erhéhen. Es wurde bereits dokumentiert, dass
eine erhohte Aktivitdt von MMP-2 [106] und MMP-9 [143] fir den Abbau der EZM der
fetalen Eihdute verantwortlich ist. Dariber hinaus berichten Meinert et al. [90], dass
Hyaluronsdaure durch sein hohes Wasserbindungsvermogen die Fahigkeit hat, enorme
Quelldriicke aufzubauen. Dies unterstitzt die in dieser Arbeit gewonnen Ergebnisse der
positiven Korrelation sowohl zwischen Hyaluronsaure und Wassergehalt
(r=0,906 ; p = 0,013) als auch zwischen Wassergehalt und Dicke (r = 0,420 ; p = 0,011). Auch
sulfierte Glykosaminoglykane (= sGAG) besitzen die Fahigkeit Wasser zu binden, wenn auch
nicht im gleichen MaRe wie Hyaluronsdure. Dies zeigt die in dieser Arbeit ermittelte positive
Korrelation zwischen sGAG und Wasser (r = 0,591 ; p <0,001 ; n = 49) als auch dem gesamt-
Glykosaminoglykan-Gehalt (= gGAG; Hyaluronsdure und sGAG zusammen) und Wasser
(r=0,380; p<0,001;n=2386). Diese Quelldriicke kénnen in der EZM der fetalen Eihdute
herrschen und zu einer weiteren Disorganisation zwischen den Kollagenfibrillen fiihren
[122], wodurch die Quervernetzungen gestort werden und auRerdem das Amnion vom
Chorion getrennt wird. Das ist eine Erklarung fiir die dramatische Senkung der mechanischen
Festigkeit, da Amnion und Chorion durch die Trennung nicht mehr als zusammenhangender
Gewebeverband agieren konnen [90]. Des Weiteren wurde in dieser Arbeit eine positive
Korrelation zwischen dem TSC-Gehalt und dem sGAG-Gehalt bei Term, Preterm, PROM und
PPROM Membranen ermittelt (r = 0,732 ; p =0,05 ; n = 49). Zusatzlich wurde eine negative
Korrelation zwischen TSC-Gehalt und gGAG-Gehalt ermittelt (r =-0,295; p = 0,005 ; n = 86).
Skinner et. al fanden ebenfalls eine Korrelation zwischen TSC- und sGAG-Gehalt bei Term
und PROM Membranen. Gleichzeitig fand Skinner eine negative Korrelation zwischen TSC-

Gehalt und Hyaluronsaure [137]. Das bedeutet, dass mit zunehmender Konzentration von
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Hyaluronsdure, nicht aber von sulfierten Glykosaminoglykanen, die Kollagenkonzentration
abnimmt. Diese Ergebnisse unterstreichen die Vermutung, dass die Disorganisation der
Kollagene vor allem durch Hyaluronsaure verursacht wird und nicht von anderen sulfierten
Glykosaminoglykanen. DilLullo et al. bestdtigten dies, indem sie mittels histologischer
Untersuchungen Hyaluronsaure in Gelatine-artiger Form zwischen Amnion und Chorion
fanden. Sie interpretierten dies als Grund der Trennung der beiden Schichten, was zu einer
beschleunigten Ruptur der Eihdute fihrt [82]. Zudem fand Skinner eine signifikante
Erhohung der Hyaluronsdurekonzentration in Term gegeniiber Preterm Membranen [137].
Diese Erkenntnis spricht dafiir, dass Hyaluronsaure im Eihautgewebe bis zum Geburtstermin
ganz natirlich zunimmt und im Fall eines PROM oder PPROM Hyaluronsaure zu frih in zu
grofRer Konzentration in die fetalen Eihdute eingelagert wird, was wiederum zu einer zu
friihen Ruptur der Eihdute fihrt. Auch wenn die Probenzahl fiir eine Korrelation zwischen
maximalem Reissdruck und Hyaluronsaure und den Geburtsgruppen (Preterm, Term, PROM,
PPROM) in dieser Arbeit nicht ausreicht, so zeigt die negative Korrelation zwischen
Wassergehalt und maximaler Reissdruck (r=-0,310;p=0,013) die Tendenz einer
Wasserzunahme und somit auch eine Zunahme des Hyaluronsauregehaltes, was zu einer

Schwéachung des Gewebes fiihren kann.

Frihere Arbeiten von Oflaz et al. [93, 103, 104] zeigten, dass es technisch moglich ist,
Eihdute berlhrungslos und damit ohne Zerstérung auf biomechanische Parameter zu
untersuchen. Die vorliegende Arbeit zeigt, dass durch die Untersuchungen mit Hilfe des
Einsatzes einer Sonde bei Schwangeren, Parameter gemessen werden koénnten, die eine
Risikoabschatzung Uber einen bevorstehenden friihen vorzeitigen Blasensprung und damit
einer Frihgeburt moéglich macht. Die in dieser Arbeit erlangten Daten unterstreichen die
Vermutung, dass nicht eine einzelne EZM-Komponente die Eigenschaften und Stabilitat der
Eihdute ausmachen, sondern dass ein Zusammenspiel zwischen verschiedenen EZM-
Komponenten fir ein zu friihes ReilRen der Eihdute verantwortliche ist und zu einem fVBS
fihren kann. Abbau und Zerstérung der EZM kann eine Folge der verdanderten
Kollageneigenschaften wie z. B. Abnahme der Konzentration oder Erhéhung der Loslichkeit
in der Matrix oder beides sein. Diese Veranderungen sind zu einem wesentlichen Teil die

Konsequenz eines programmierten, biochemisch initialisierten Schwachungsprozess, der

98



Diskussion

ohne Vorliegen einer Infektion der fetalen Eihdute stattfindet [96, 111]. Ohne eine direkte
Veranderung des Kollagens, z.B. Kollagenabbau oder dem Herunterregeln der
Kollagenexpression, ist Hyaluronsaure in der Lage organisierte Kollagenfasern in der EZM zu
storen, was zu einer Schwachung des Gewebes fiihren kann, wodurch ein fVBS beglinstigt
wird. Weiterhin zeigt diese Arbeit, dass Parameter wie Kollagen, Hyaluronsaure,
Wassergehalt und Stabilitat Faktoren sind, die bei einer in vivo Messungen, d. h. Vermessung
der Eihaute bei schwangeren Frauen, Erkenntnisse liber einen bevorstehen Blasensprung
liefern konnen. Wenn Malinahmen ergriffen werden sollen, um einen fVBS zu verhindern
oder vorherzusagen, sollten in vivo die Eihdute in ihrer Gesamtheit und nicht einzelne
Komponenten oder Eigenschaften untersucht werden. Zudem koénnte sich herausstellen,
dass nicht eine Momentaufnahme der erwdhnten Parameter Auskunft Uber einen
bevorstehenden Blasensprung liefert, sondern dass die Veranderungen der Eihaut lber die
Zeit Aufschluss (iber ein solches Risiko gibt und schlussendlich eine Wahrscheinlich (iber das

Risiko eines bevorstehenden friihen vorzeitigen Blasensprung liefert.
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8 Zusammenfassung

Eine der Hauptursachen der neonatalen Sterblichkeit ist der friihe vorzeitige Blasensprung
(fvBS) der Eihaute, der in 30 — 40 % aller Falle zu einer Frihgeburt fiihrt. Bei einem fVBS
reilt die Eihaut vor Einsetzen der Wehen und vor der 37. Schwangerschaftswoche. Die
Hauptkomponente der Eihdute ist die Extrazellulare Matrix (EZM) und bestimmt die
physikalischen Eigenschaften. Die EZM wiederum besteht zum groRen Teil aus Kollagen und
Glykosaminoglykanen. Gynakologen haben bisher noch kein zuverlassiges diagnostisches
Mittel, um die Wahrscheinlichkeit eines bevorstehenden Blasensprungs zu bestimmen. Die
vorliegende Arbeit zeigt, dass es eine positive Korrelation zwischen dem Kollagengehalt und
dem maximalen Reissdruck sowohl bei Term als auch bei PROM Membranen gibt. Das
bedeutet, dass Kollagen ein wichtiger Biomarker fir die Stabilitdit der fetalen Eihaute
darstellen kdnnte. Es wurde jedoch keine Korrelation zwischen dem max. Reissdruck und
dem Kollagengehalt von PPROM Membranen gefunden. Dies kénnte wiederum zeigen, dass
der Zusammenbruch der EZM der fetalen Eihdaute nicht nur durch die Veranderung einer
einzelnen EZM-Komponente verursacht wird, sondern zeigt vielmehr, dass ein
Zusammenspiel zwischen verschiedenen EZM-Komponenten herrscht. In diesem
Zusammenhang ist die Rolle der Glykosaminoglykane im Prozess des Blasensprungs von
besonderem Interesse. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass vor allem das
Glykosaminoglykan Hyaluronsdaure beim Zusammenbruch der fetalen Eihdute eine grol3e
Rolle spielt. Hyaluronsdaure hat ein enormes Wasserbindungsvermoégen, das geordnete
Kollagenstrukturen stéren kann und somit die Stabilitdit der Eihdute herabsetzt.
Hyaluronsaure konnte als Biomarker in vivo indirekt entweder durch den Wassergehalt oder
der Dicke der Eihdute bestimmt werden. Das ware durch den Einsatz der Technik der
Optischen Koharenztomographie theoretisch moglich und kénnte als Sonde beriihrungslos
die Eihdute vermessen. Kollagen konnte in solch einer Sonde mittels Autofluoreszenz
ebenfalls berihrungslos gemessen werden und so ebenfalls als Biomarker dienen. Wenn
eine Sonde in vivo zum Einsatz kommt und wahrend der Schwangerschaft so Vermessungen

der Eihaut vornimmt, kdnnte ein Tool geschaffen werden, um eine Risikoabschatzung eines
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bevorstehen friihen vorzeitigen Blasensprungs vorzunehmen und eine Frihgeburt

verhindern helfen.

Wie oben erwahnt, stellen diese Forschungen nur einen Ausschnitt aus einem Spektrum von
Parametern dar, die im Zusammenhang mit der Prognose des friihen vorzeitigen
Blasensprungs am Institut fir Bioengineering untersucht werden. Hinzu kommen
geometrische, biophysikalische und mechanische Parameter. Letztlich geht es bei den
Arbeiten in diesem Zusammenhang darum, ‘gute Prognosekandidaten™ zu finden. Diese
sollen dann mit einer geeigneten endoskopartigen Messsonde messtechnisch in vivo und
berihrungslos erfasst werden. Erst groRrdaumige klinische Studien mit hohen Fallzahlen in
Verbindung mit einer geeigneten Auswertesoftware (z. B. Verwendung Neuronaler Netze)
kdnnen dann mit Aussicht auf Erfolg zu dem hohen Ziel fihren, dem sich ein Teil dieser

Arbeit gewidmet hat, der Prognose des frithen vorzeitigen Blasensprung, einfligen.
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