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1. Einleitung

1.1 Stellenwert des Geburtsgewichtes

Das Geburtsgewicht und dessen Auswirkungen auf die spéitere Gesundheit

Das Geburtsgewicht ist ein Indikator sowohl fiir die perinatale Gesundheit, als auch fiir das Auftreten
von Krankheiten im spateren Leben eines Menschen (Risnes et al. 2011, Goldenberg und Culhane
2007, Friedlander et al. 2003). Studien haben gezeigt, dass ein niedriges Geburtsgewicht haufig mit
der Entstehung sogenannter Volkskrankheiten assoziiert ist. So konnten beispielsweise Zusammen-
hiange zwischen niedrigem Geburtsgewicht und koronarer Herzkrankheit im Erwachsenenalter
(Huxley et al. 2007) in Schweden (Leon et al. 1998), in GroRRbritannien (Barker et al. 1993, Frankel et
al. 1996) und in den USA (Rich-Edwards et al. 1997) nachgewiesen werden. Auch der Zusammenhang
zwischen erniedrigtem Geburtsgewicht und arterieller Hypertonie (Osmond und Barker 2000), Fett-
leibigkeit (Curhan et al. 1996) oder eingeschrankter Glukosetoleranz bis hin zum Diabetes mellitus im
Erwachsenenalter (Phipps et al. 1993) ist schon seit Jahren bekannt. AuRerdem konnten die Einflisse
eines niedrigen Geburtsgewichtes auf Einschrankungen der Lungenfunktion, insbesondere asthmati-
schen Erkrankungen (Nepomnyaschy und Reichmann 2006), sowie auf das vermehrte Auftreten psy-
chiatrischer Erkrankungen wie Angststorungen und Depressionen (Boyle et al. 2011) nachgewiesen

werden.

Niedriges Geburtsgewicht und steigendes durchschnittliches Alter der Mutter

Das durchschnittliche Geburtsgewicht in den entwickelten Industrienationen zeigte in der zweiten
Halfte des 20. Jahrhunderts einen positiven Trend (Skjaerven et al. 2000, Hartwig et al. 2013), der
dann jedoch in den vergangenen 20 Jahren wieder abnahm. Der Anteil an Kindern mit geringem Ge-
burtsgewicht nahm allméahlich wieder zu (Centers for Disease Control and Prevention 2002, Hartwig
etal. 2013).

Begleitend dazu ist in den vergangen Jahren ein steigendes muitterliches Alter bei Geburt des ersten
Kindes zu beobachten gewesen (Lisonkova et al. 2010). So stieg das durchschnittliche Alter einer
Mutter bei der ersten Geburt in Kanada zwischen 1969 und 2005 von 23,7 auf 29,2 Jahre an. In der
Zeit zwischen 1982 und 2005 stieg dort auch der Anteil von 30 bis 34- jahrigen Mittern von 18,9 auf
31,4 % an. In den USA, entwickelten europdischen Staaten und Australien sind dhnliche Trends zu
verzeichnen (Lisonkova et al. 2010).

Es gibt Anhalt Anzeichen dafir, dass ein besonders niedriges oder hohes miitterliches Alter (<20

bzw. > 35 Jahre) bei Geburt mit vermehrter Friihgeburtlichkeit einhergeht. Ebenfalls ist in diesen Al-
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tersgruppen eine erhéhte Inzidenz von Kindern, die zu klein oder zu leicht fiir den Geburtstermin, al-
so ,,Small for Gestational Age” (SGA) sind, zu beobachten (Ananth et al. 2004).

Dieser zunehmende Anteil dlterer oder besonders junger Primiparae tragt dazu bei, dass ein ernied-
rigtes Geburtsgewicht und die damit einhergehenden Folgen fiir die kindliche Gesundheit auch zu-

kiinftig eine Problematik in den Industrienationen darstellen wird.

Einflussfaktoren auf das Geburtsgewicht

Wie sich ein Kind wahrend der Schwangerschaft entwickelt, hdangt zu einem groRen Teil von mutterli-
chen Voraussetzungen ab (Cogswell und Yip 1995). Einerseits beeinflussen feststehende Grundvo-
raussetzungen wie Alter, Body-Mass-Index oder Paritat der Mutter das Geburtsgewicht. Andererseits
ist die fetale Entwicklung auch sehr sensibel und anfallig fir veranderbare Faktoren. So haben bei-
spielsweise die miutterliche Gewichtszunahme sowie Blutglukosewerte im Verlauf der Schwanger-
schaft Auswirkungen auf das kindliche Geburtsgewicht (Roland et al. 2012). Des Weiteren kdonnen
sowohl Faktoren wie Infektionen, Erndhrung (Hales und Barker 2001), toxische Substanzen wie Me-
dikamente, Alkohol oder Zigarettenrauch (Bernstein et al. 2005), als auch Stress (Elsenbruch et al.
2007) auf den Schwangerschaftsverlauf einwirken.

Die Bedeutung duBerer Einflisse auf die Schwangerschaft und die Entwicklung des Kindes wurde be-
reits intensiv untersucht. Es gibt jedoch Hinweise darauf, dass auch das maternale Immunsystem und
die hormonelle Regulierung wahrend der Schwangerschaft in starkem Zusammenhang mit der in-
trauterinen Kindesentwicklung und dem Geburtsgewicht stehen (Orsi und Tribe, 2008, Challis et al.
2009, Golightly et al. 2011, Hartwig et al. 2013).

Die Plazenta hat einen hohen Stellenwert in der Versorgung des Fetus mit Sauerstoff und Nahrstof-
fen. Damit eine gute Versorgung und somit auch ein optimales Wachstum des Fetus gewadhrleistet
sind, wird die Entwicklung der Plazenta von Anfang an sowohl vom mitterlichen Immunsystem, als
auch von endokrinen Faktoren beeinflusst (Norwitz et al. 2001, Smith et al. 2009). So konnte bei-
spielsweise gezeigt werden, dass maternale Leukozyten an der morphologischen Entwicklung der
plazentaren Gefidlle beteiligt sind und somit Einfluss auf die fetale Blutversorgung nehmen (Smith et
al. 2009). AulRerdem tragen Hormone und immunaktive Zellen zur erleichterten Implantation der
Blastozyste bei, was sich auf die Funktion der Plazenta wahrend der gesamten Schwangerschaft aus-
wirkt (Norwitz et al. 2001). Stérungen in dieser sensiblen Implantationsphase sind mit unterschiedli-
chen Schwangerschaftspathologien wie einer fetalen Wachstumsrestriktion assoziiert (Bulmer et al.
2012). Immunologische Faktoren und Hormone beeinflussen demnach direkt oder indirekt den Ver-
lauf der Schwangerschaft und somit auch das Geburtsgewicht und die Gesundheit des Nachkommen

im spateren Leben.
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1.2 Schwangerschaft und Immunsystem

Grundlagen des Implantationsvorganges

Das genetische Material des heranwachsenden Fetus besteht jeweils zu einem Teil aus mitterlichen
und aus vaterlichen Anteilen und stellt somit aus immunologischer Sicht einen Fremdkorper fir den
mitterlichen Organismus dar. Der Fetus wird hinsichtlich dieser Tatsache auch mit einem semi-
allogenen Transplantat verglichen (Medawar 1953, Sacks et al. 1999).

Zahlreiche Ansatze beschreiben mogliche Ursachen dafiir, dass die Mutter den Fetus nicht nur akzep-
tiert, sondern aktiv toleriert.

Im Mausmodell konnte von Johansson et al. gezeigt werden, dass bereits kurze Zeit nach der Be-
fruchtung der Eizelle eine Aktivierung des weiblichen Immunsystems stattfindet. Dabei fiihren in der
Samenflissigkeit enthaltene vaterliche Antigene zu einer Aktivierung von regulierenden maternalen
Lymphozyten und zur Steigerung der Zytokinproduktion, wodurch eine Anpassung der mutterlichen
Immunreaktion und damit eine erhdhte Toleranz gegeniiber den vaterlichen Antigenen bewirkt wird
(Johansson et al. 2004, Robertson 2010).

Eine Aktivierung der Immunantwort des miitterlichen Immunsystems wird jedoch nicht ausschliel3-
lich durch das ménnliche Seminalplasma hervorgerufen. Bereits die Umwandlung des endometri-
schen Stromas hin zur rezeptiven Dezidua wird als inflammatorischer Vorgang angesehen, denn es
kommt neben einer Umwandlung der GefaRstrukturen zur Einwanderung natdrlicher Killerzellen aus
der Peripherie (Zoumakis et al. 2000, Schneider et al. 2011).

Nachdem die Befruchtung der Eizelle im Eileiter stattgefunden hat, findet nach sechs bis sieben Ta-
gen zur Implantation der Blastozyste in die rezeptive Uterusschleimhaut statt. Es kommt dabei zur
Invasion des Trophoblasten, der die dulRere Zellschicht der Blastozyste darstellt, in die Dezidua
(Schneider et al. 2011).

Die Implantationsphase stellt ein sehr vulnerables Stadium der Schwangerschaft dar, und so entwi-
ckelt sich nur ein kleiner Teil aller entstehenden Schwangerschaften des Menschen erfolgreich bis
zum Stadium der implantierten Blastozyste. Es ist bekannt, dass fehlerhafte Ablaufe wahrend der
Implantationsphase in 75% aller Schwangerschaftsverluste als Ursache angesehen werden kénnen
(Norwitz et al. 2001). Damit eine beginnende Schwangerschaft komplikationslos ablaufen kann, muss
nicht nur das semi-allogene Zellmaterial vom maternalen Organismus toleriert werden, sondern es
besteht gleichzeitig die Anforderung an das maternale Immunsystem, sich selbst und den Fetus vor
Infektionen durch Viren, Bakterien oder Pilze zu schiitzen (Challis et al. 2009, Munoz-Suano et al.
2011).

Im Rahmen der Trophoblasteninvasion entsteht ein direkter Kontakt zwischen semi-allogenem Zell-

material und maternalem dezidualen Gewebe. Es ist bekannt, dass Antigene, Zellfragmente und auch



Einleitung | Kapitel 1

ganze Zellen von Trophoblast und Embryo in den mitterlichen Blutkreislauf gelangen kénnen und
dort immunologische Reaktionen auslésen (Robertson 2010). Dabei kommt es zur Aktivierung von
Immunzellen im Blut oder in Lymphknoten der Mutter, die im Bereich der feto-maternalen Grenze
oder systemisch zur Suppression der mutterlichen Immunabwehr und somit zu Tolerierung des Tro-
phoblasten beitragen (Thellin et al. 2003, Schneider et al. 2011). Gleichzeitig wird jedoch auch das
Wachstum und die Invasion des Trophoblasten kontrolliert geférdert. Eine wichtige Rolle spielen die
Oberflachenrezeptoren des Trophoblasten: Die Trophoblastenzellen prasentieren keine klassischen
MHC-Molekile (major histocompatibility complex), sondern exprimieren HLA-G (human leucocyte
antigen), eine Unterform der MHC-1-Molekiile. Studienergebnisse zeigen, dass die HLA-G-Molekiile
mit ,killer cell immunoglobulin-like receptors” (KIRs) interagieren. KIRs sind Rezeptoren der CD56-
natirlichen Killer Zellen (NK-Zellen) und die Interaktion mit den HLA-G-Molekilen fihrt dazu, dass
der Synzytiotrohoblast vor dem Angriff durch zytotoxische NK-Zellen geschiitzt wird (Thellin et al.
2003, Le Gal et al. 1999). Demnach tragt HLA-G zum Schutz des Fetus vor dem Angriff durch CD8'-

zytotoxische T-Lymphozyten bei.

In Abbildung 1 wird schematisch das endokrine und immunzytochemische Zusammenspiel darge-
stellt, welches zum Erhalt der friihen Schwangerschaft wesentlich beitragt. Der Synzytiotrophoblast
sezerniert humanes Choriongonadotropin (hCG), wodurch die Progesteronproduktion des Gelbkor-
pers anregt wird. Progesteron supprimiert die Prostaglandinproduktion und unterstiitzt die Zell-
proliferation im Endometrium. Durch die Expression des verdanderten MHC-Molekiils HLA-G kann der
Trophoblast mit regulierenden Leukozyten wie NK-Zellen interagieren, die lokal in der Dezidua eine
geringe Zytotoxizitat aufweisen. Durch eine Veranderung des Zytokinmusters kommt es zu Hemmung
der Zell-vermittelten Immunantwort, wodurch der Trophoblast geschiitzt wird. AuRerdem wird die
Aktivitat des unspezifischen Komplementsystems gehemmt. Es wird somit eine lokale Immunsupp-
ression oder -toleranz bewirkt, die dem Trophoblasten die Implantation erleichtert (Norwitz et al.
2001)

Es kann festgehalten werden, dass optimale Wachstumsbedingungen bereits in der friihen Schwan-

gerschaft eine Grundvoraussetzung fir die fetale Entwicklung im Verlauf der Schwangerschaft sind.
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Abb. 1: Schematische Darstellung: Erhaltungsmechanismen in der frithen Schwangerschaft (Norwitz et al. 2001).
VEGF: Vascular Endothelial Growth Factor; hCG: humanes Choriongonadotropin.

Th2-Zellen und regulatorische T-Zellen prégen den erfolgreichen Schwangerschaftsverlauf
T-Lymphozyten besitzen wichtige regulierende Eigenschaften sowohl im Rahmen der Implantations-
phase als auch im weiteren Schwangerschaftsverlauf. CD4-positive T-Helferzellen (Th) lassen sich
funktionell anhand des von ihnen produzierten Zytokinmusters einteilen. Nach Saito et al. (2010) gibt
es die Unterteilung in Th1, Th2, Th17 und regulatorische T-Zellen (Tregs).

Th1-Zellen des peripheren Blutes zeichnen sich durch die Produktion von proinflammatorischen Zy-
tokinen wie Interleukin 2 (IL 2), Interferon gamma (IFNy) und Tumornekrosefaktor a (TNFa) aus. Die-
se Zytokine werden der zelluldren Immunabwehr zugerechnet. Sie haben einen schadlichen Einfluss

auf den Erhalt einer Schwangerschaft, da sie die Aktivitat von NK-Zellen unterstiitzen. Th1-Zytokine
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wurden kausal in Zusammenhang mit spontanen Aborten gebracht (Raghupathy 1997, Liu et al.
2011).

Th17-Zellen produzieren IL 17 und sind mit der Initiierung inflammatorischer Vorgange sowie der Ab-
stoBung von Transplantaten assoziiert (Saito et al. 2010).

Th2-Zellen pragen das Bild der erfolgreichen Schwangerschaft. Sie produzieren die Interleukine IL 4,
IL5, IL6, IL10 und IL 13, welche der humoralen Immunabwehr zugerechnet werden. Lange Zeit war
die Theorie gangig, dass ein Vorherrschen des Th2-gepragten Zytokinmilieus essentiell mit dem Erfolg
einer Schwangerschaft einhergehe. Dieses Paradigma musste jedoch im Laufe der Zeit angepasst
werden. Es hat sich gezeigt, dass nicht nur ein Uberwiegen der Thil-Zytokine schidlich fiir eine
Schwangerschaft ist, sondern dass auch eine ausgepragte Dominanz des Th2-Typs mit Aborten und
Schwangerschaftskomplikationen einhergeht (Saito et al. 2010). Dennoch wird ein ausgewogenes
Uberwiegen des Th2-Milieus als schwangerschaftsprotektiv angesehen. Es gibt allerdings weitere
Zellpopulationen, die als essentiell zum Erhalt einer gesunden Schwangerschaft angesehen werden.
Es wird angenommen, dass CD4°CD25" regulatorische T-Zellen (Tregs) immunologische Toleranzme-
chanismen des maternalen Immunsystems gegeniiber den alloantigenen fetalen Zellen modulieren
(Aluvihare et al. 2004).

Es konnte gezeigt werden, dass Tregs in der humanen Schwangerschaft an der feto-maternalen
Grenzzone zum vorherrschenden Zellbild gehéren, wohingegen die Populationen beim Abort kaum
nachweisbar sind. Diese erhéhte Frequenz lasst sich allerdings nur lokal in der Dezidua, nicht im peri-
pheren Blut nachweisen (Saito et al. 2007). Auch in Mausversuchen wurden erhdhte uterine Kon-
zentrationen von Tregs nachgewiesen, was auf eine lokale Rekrutierung in die feto-maternale Grenz-
zone schlieRen Iasst (Aluvihare et al. 2004).

Tregs sind in der Lage, die Zytokinproduktion von T-Helferzellen und CD8"-T-Zellen zu modulieren.
AuRerdem vermogen sie die zytotoxische Funktion von NK-Zellen zu supprimieren und haben somit
positiven Einfluss auf Implantation und Schwangerschaftserhalt. Versuche an Mausen, die keine
Tregs besallen, zeigten kurz nach der Implantation ein erhéhtes Auftreten von Aborten (Saito et al.

2007).

CD8*-Subpopulationen zeigen unterschiedliches zytotoxisches Potential

Nach Joachim et al. (2001) kénnen auch CD8*-Zellen dem Th1- oder dem Th2-Typ zugeordnet wer-
den. Es zeigte sich, dass die Zellen unter Stressexposition vermehrt TNFa produzieren und somit eine
abortive Wirkung haben.

Unter dem Einfluss des Gelbkérperhormons Progesteron kénnen CD8"-Zellen aber auch die Perforin-
produktion von natirlichen Killerzellen im peripheren Blut hemmen (Check et al. 2001) und somit

schwangerschaftsprotektiv agieren.



Einleitung | Kapitel 1

Mittlerweile kénnen CD8"-Zellen ihren Oberflichenmolekiilen entsprechend in verschiedene Subpo-
pulationen eingeteilt werden. Rich et al. (1999) konnten in einer Studie mit schwangeren Frauen
nachweisen, dass es schwangerschaftsbegleitend zu einer Veranderung verschiedener Gruppen in-
nerhalb der CD8*-Population kommt. Beispielsweise kommt es zu einem verminderten Auftreten von

CD8CD28"-Zellen bei schwangeren Frauen im Vergleich zu nicht schwangeren Frauen.

Uber das Verhalten der CD8*-Populationen mit den Oberflichenmarkern CD27 und CD28 wihrend
der Schwangerschaft ist bisher wenig bekannt. Tilburgs et al. (2010) beschaftigten sich in einer Studie
mit dem Vorkommen unterschiedlicher CD8"-Zellpopulationen, die in der feto-maternalen Uber-
gangszone und im peripheren Blut angesiedelt sind. Hierfir wurden die Plazenten und peripher ve-
noses Blut von Frauen nach unkomplizierter Schwangerschaft und Geburt untersucht. Es konnte
nachgewiesen werden, dass sich in der Peripherie vor allem naive (nicht aktivierte) Effektor-Zellen
und Effektor Memory 1-Zellen (EM1) aufhalten, wahrend in der Dezidua vornehmlich die differen-
zierten EM-Unterformen EM1, EM2 und EM3 zu finden sind.

Interessant ist dabei die Tatsache, dass die CD8" Zellpopulationen im peripheren Blut eine deutlich
erhohte Zytotoxizitat aufweisen, da sie vermehrt Perforine und Granzyme exprimieren. In der feto-
maternalen Ubergangszone sind kaum naive CD8"-Zellen anzufinden. Die EM-Zellen, die hier vorherr-
schen, zeigen ein im Vergleich zu gleichartigen Zellen im Blut sehr reduziertes zytotoxisches Profil.
Hier fanden sich jedoch Uberraschenderweise sehr viel starker ausgepragte mRNA-Anteile (messen-
ger RNA), die fiir Perforine und Granzyme kodieren. Tilburgs et al. folgern daraus, dass CD8*-Zellen
wahrend der Schwangerschaft einer sehr differenzierten Regulierung unterliegen, und dass deziduale
EM-Zellen zwar durch das Vorhandensein von entsprechender mRNA durchaus zytotoxisches Poten-
tial besitzen, dieses aber durch bis heute unbekannte Mechanismen unterdrtckt wird (Tilburgs et al.
2010).

Es ist offenbar essentiell fir den Erhalt einer Schwangerschaft, dass ein sensibel abgestimmtes
Gleichgewicht zwischen Th1l- und Th17-Zellen auf der einen Seite und Th2-Zellen und Tregs auf der

anderen Seite besteht (Wegmann et al. 1993, Santner-Nanan et al. 2009).

Zytotoxische und immunregulatorische NK-Zellen
Der Anteil von NK-Zellen im peripheren Blut des Menschen macht ungefahr zehn bis flinfzehn Pro-
zent der gesamten Lymphozyten aus. Sie werden anhand ihrer Oberflaichenmolekiile in zwei Unter-

gruppen unterteilt. CD56“™CD16"-NK-Zellen sind im peripheren Blut vorherrschend und stellen 90
Prozent der NK-Zellen dar (Manaster und Mandelboim 2010). lhnen werden zytotoxische Eigenschaf-

ten zugesprochen. Das Oberflaichenmolekiil CD16 hat offenbar eine wichtige Bedeutung in der von
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Antikorpern induzierten zytotoxischen Aktivitit (Dosiou und Giudice 2005). CD56“™CD16" NK-Zellen
exprimieren neben CD57 auch KIRs.

Wihrend einer gesunden Schwangerschaft verringert sich die Anzahl CD16" NK-Zellen im peripheren
Blut (Makrydimas et al. 1994); in Fallen von wiederholten Schwangerschaftsverlusten wurden sie
vermehrt nachgewiesen (Kwak et al. 1995).

Die restlichen zehn Prozent der peripheren NK-Zellen sind die CD56"" "™

CD16-immunregulatorischen
NK-Zellen. Diese sind haupsachlich fiir die Produktion von INFy, TNFB, IL 10 und IL 13 zustandig. Sie
wandern unter hormonellem Einfluss (Dosiou und Giudice 2005) in lymphoide Organe ein und wur-
den auch in der Dezidua nachgewiesen (Manaster und Mandelboim 2010), dort haben sie Einfluss auf
die Modulation der maternalen Toleranzmechanismen gegenliber dem Fetus (Saito et al. 2008).

Neben den NK-Zellen des peripheren Blutes existiert eine weitere NK-Population direkt an der feto-
maternalen Grenze (Kopcow und Karumanchi 2007). Es handelt sich hierbei um sogenannte uterine
NK-Zellen (uNK). Diese exprimieren ebenfalls KIRs und enthalten Perforin- und Granzymgranula, wir-
ken jedoch deutlich weniger zytotoxisch als die peripheren NK-Zellen (Kopcow et al. 2005). Anhand
von Ergebnissen aus Untersuchungen tierischer und menschlicher uNK-Zellen ist davon auszugehen,
dass diese Zellen mit vom Trophoblasten exprimierten Molekilen wie dem HLA-C oder HLA-G intera-
gieren und Einfluss auf die Angiogenese und die Umstrukturierung plazentarer GefaRe haben (Kop-
cow und Karumanchi 2007, Hannah et al. 2006). Eine wichtige Rolle spielen Mechanismen wie die
Sekretion von INFy oder IL 8, welche an der Trophoblasteninvasion und dem Umbau der Spiralarte-
rien beteiligt sind. Dies zeigte sich sowohl in in-vitro-Untersuchungen muriner als auch menschlicher
Zellen (Hannah et al. 2006). Eine Sekretion des ,vascular endothelial growth factor” (VEGF) C durch
uNK-Zellen scheint auBerdem einen protektiven Effekt auf Endothelzellen zu haben, ebenso ist eine

Interaktion mit dem Trophoblasten denkbar (Lash et al. 2010)

In Abbildung 2 ist eine schematische Ubersicht liber die Verteilung und Konzentrationen ausgewahl-
ter Zellpopulationen und Hormone wahrend der Schwangerschaft dargestellt. Hieraus wird ersicht-
lich, dass das zelluldre Immunsystem sowohl systemisch, als auch lokal an der feto-maternalen Gren-
ze Konzentrationsschwankungen unterliegt. Die Treg-Zellen sind hierbei vor allem an der feto-
maternalen Grenze lokalisiert, wohingegen der systemische Effekt noch nicht endgiiltig einzuschat-
zen ist. Die lokale Antigenprasentation erfolgt lokal in der Dezidua bereits kurz nach der Befruchtung,
zu diesem Zeitpunkt entsteht dann begleitend ein inflammatorischer Prozess. Eine systemische Pra-
sentation fetaler Antigene erfolgt erst, nachdem der maternale und fetale Blutkreislauf in Kontakt
getreten sind. Gleichzeitig findet ab dem Zeitpunkt der Befruchtung ein kontinuierlicher Anstieg von

Steroidhormonen statt (Patas et al. 2013).
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Abb. 2: Hormonelle und immunologische Anpassung wihrend der physiologischen Schwangerschaft. (modifiziert nach
Patas et al. 2013)

1.3 Endokrine Regulierungsmechanismen wahrend der Schwangerschaft und de-

ren Einfluss auf das Immunsytem

Die immunologische Adaptation wahrend der Schwangerschaft unterliegt dem Einfluss endokriner
Faktoren. Hormone regulieren die Aktivitat und Zytokinproduktion von Immunzellen, indem sie mit
von den Zellen exprimierten Hormonrezeptoren interagieren (Zen et al. 2010). Wahrend der friihen
Schwangerschaft bildet der Trophoblast hCG, ein Peptidhormon, welches in den maternalen Blut-
kreislauf abgegeben wird und bewirkt, dass der Gelbkorper weiterhin Progesteron produziert. Dieser

Vorgang ist fiir den Erhalt der friihen Schwangerschaft unerlasslich.
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1.3.1 Die Bedeutung von Progesteron in der Schwangerschaft

Progesteron ist ein Steroidhormon, das im Ovar vom Gelbkorper gebildet wird. Der Gelbkorper, der
im physiologischen Zyklusverlauf nach einigen Tagen zugrunde geht, wird bei erfolgreicher Einnistung
der Blastozyste zum Corpus luteum gravidaris, welcher weiterhin Progesteron produziert. Der Tro-
phoblast sezerniert hCG, das auf den Gelbkorper wirkt und bewirkt, dass dieser solange Progesteron
produziert, bis dann ab der siebten bis achten SSW (Schwangerschaftswoche) die Plazenta diese Auf-
gabe bis zum Ende der Schwangerschaft Gbernimmt.

Wie wichtig die Funktion des Gelbkorpers fiir den Embryo ist, zeigen die Ergebnisse klinischer Stu-
dien, in welchen eine Entfernung des Gelbkorpers zu einem Schwangerschaftsverlust fiihrte (Csapo
und Pulkkinen 1978). Eine weitere klinische Studie zeigte, dass die Gabe von Progesteronantagonis-
ten vor der siebten SSW mit grolRer Sicherheit zum Abort flihrt (Peyron et al. 1993). In Versuchen mit
trachtigen Ratten, denen man nach der Befruchtung die Eierstdcke entfernte, war es moglich, die

Schwangerschaft durch die Gabe von Progesteron aufrecht zu erhalten (Deanesly 1973).

Die Aufgaben von Progesteron sind vielfaltig, unter anderem kann das Hormon die Aktivierung von T-
Zellen beeinflussen und unterdricken (Szekeres-Bartho et al. 2001). Als Steroidhormon kann Proges-
teron intrazellular auf Ebene der Desoxyribonukleinsdure (DNS) die Genexpression von Zytokinen re-
gulieren. Piccini et al. fanden heraus, dass Progesteron die Produktion von proinflammatorischen
Th1-Zytokinen wie IFNy und TNFa supprimiert, wahrend auf der anderen Seite die Proliferation von
Th2-Zytokin produzierenden T-Zellen angeregt wird. Zu diesen Zytokinen zdhlen die bereits genann-
ten IL4 und IL 5 (Piccinni und Romagnani 1996). IL 4 beeinflusst naive T-Zellen in Hinsicht auf deren
Ausdifferenzierung entweder zu einem Th1- oder Th2-Profil. Unter Einwirkung von IL 4 tendieren die
Zellen stark in Richtung Th2-Zytokinprofil (Piccinni et al. 1995). Progesteron tragt also dazu bei, dass

das Gleichgewicht von Th1/Th17- produzierenden Zellen in Richtung Th2 verschoben wird.

Szekeres-Bartho et al. (1985) konnten in einer klinischen Untersuchung belegen, dass humane Lym-
phozyten wahrend der Schwangerschaft eine bis zu hundertfach erhéhte Sensibilitadt fiir Progesteron
aufweisen und schlossen daraus auf das Vorhandensein sowie eine in der Schwangerschaft vermehr-
te Expression von Progesteronrezeptoren auf diesen Zellen. Weiterhin liel sich nachweisen, dass das
Ansprechen der Lymphozyten auf Progesteron im Verlauf einer Schwangerschaft zunimmt (Szekeres-
Bartho et al. 1985). Dies unterstiitzt die Annahme, dass Progesteron nicht nur zu Beginn, sondern

Uber die gesamte Schwangerschaft hinweg von Bedeutung ist.
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Diese These stiitzt auch die Tatsache, dass im Blut von Frauen mit wiederholten Aborten oder
Schwangerschaftskomplikationen in der Vorgeschichte eine stark erniedrigte Anzahl von Progeste-
ronrezeptoren gefunden wurde (Szekeres-Bartho et al. 1989).

Canellada et al. (2002, 2008) konnten in Mausexperimenten zeigen, dass Progesteron die Antikor-
perproduktion von B-Lymphozyten unterdrickt.

Aullerdem vermag Progesteron die Invasivitat des Trophoblasten und das Zytokinprofil von Lympho-
zyten zu regulieren, indem es die Produktion des sogenannten Progesterone-induced blocking factor

(PIBF) durch CD8"-Zellen induziert (Miko et al. 2011, Arck et al. 2008, Szekeres-Bartho et al. 2001).

1.3.2 Die Bedeutung von Ostradiol in der Schwangerschaft

Auch Ostrogene werden der Klasse der Steroidhormone zugeordnet. Sie werden hauptséchlich im
Ovar gebildet. Die biologisch aktive Form ist Ostradiol, welches im menschlichen Kérper vorwiegend
in der 17-B-Konfiguration vorkommt (Leidenberger et al. 2009). Es wird hauptsachlich im Eierstock,
genauer im Follikel und im Gelbkdrper gebildet. Auch im peripheren Fettgewebe werden Ostrogene
synthetisiert, es ist die Hauptquelle dieser Hormone nach der Menopause.

Eine bedeutende Funktion hat Ostradiol zu Beginn der Schwangerschaft, wiahrend der Implantations-
phase. Es ist malRgeblich an der Proliferation des Endometriums als Vorbereitung zur Implantation
beteiligt. Auch der Zeitabschnitt, in welchem eine Implantation stattfinden kann, das sogenannte Im-
plantationszeitfenster, ist streng reguliert und abhangig sowohl von der Progesteron-, als auch von
der Ostradiolkonzentration (Imakawa et al. 2004).

Im zweiten und dritten Trimenon der Schwangerschaft werden die Ostrogene zu einem groRen Teil
von der Plazenta synthetisiert (Doria et al. 2006). Die Ostrogenproduktion steigt zu dieser Zeit stark
an und kann in solch hohen Konzentrationen Lymphozyten zur Produktion von antiinflammatori-
schen Th2-Zytokinen wie IL6, IL4 und IL 10 anregen. Ein weiterer immunmodulatorischer Effekt ist
die Suppression von proinflammatorischen Th1-Zytokinen wie IL 12, TNFa und INFy. Ostradiol tragt
somit in der spateren Schwangerschaft zum Aufrechterhalten des Th2-gepragten Zytokinmilieus bei

(Challis et al. 2009).

1.3.3 Die Bedeutung von Prolaktin in der Schwangerschaft

Prolaktin ist ein Polypeptidhormon, das vornehmlich im Hypophysenvorderlappen produziert wird.
Nach Imran et al. (2007) vergréRert sich unter dem Einfluss von Ostradiol wahrend der Schwanger-
schaft das Volumen der Hypophyse durch Wachstum und Vermehrung der prolaktinproduzierenden
Drisenzellen. Infolge dieser VergroRerung kommt es auch zur vermehrten Ausschittung von Prolak-

tin (Imran et al. 2007). Eine weitere Prolaktinquelle wahrend der Schwangerschaft ist die Dezidua.
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Deziduales Prolaktin lasst sich wahrend der Schwangerschaft in hoher Konzentration im Fruchtwasser
nachweisen. Wie auch Progesteron nimmt Prolaktin Einfluss auf die Stimulation von Lymphozyten

und hat somit immunmodulatorische Eigenschaften (Leidenberger et al. 2009)

1.4 Plazentare Durchblutung und Dopplersonographie

Die Blutversorgung des sich entwickelnden Fetus ist von essentieller Bedeutung fiir das fetale Wachs-
tum wahrend der Schwangerschaft. Die Anpassung und Modulation fetoplazentarer und uteropla-

zentarer BlutgefaRe sind deshalb Gegenstand intensiver Forschung.

Uteroplazentare Gefdfsversorgung

Die Blutversorgung des Uterus erfolgt aus den paarig angelegten Aa. uterinae, die aus den Aa. iliacae
internae entspringen. Diese erreichen den Uterus auf Hohe des Isthmus uteri, wo sie sich aufteilen
und dann jeweils den Corpus und die Cervix uteri versorgen. Kranial finden sich Anastomosen mit
dem Ramus uterinus der paarigen Aa. ovaricae, die aus der Aorta abdominals entspringen. Im Myo-
metrium zweigen sich die GefalRe zu den Aa. arcuatae auf, von denen Radialarterien abgehen. Diese
teilen sich im weiteren Verlauf in Aa. basales und letztendlich in die im Endometrium und in der De-
zidua gelegenen Spiralarterien auf (Sohn et al. 2003).

Im Rahmen der Plazentation findet physiologischerweise eine Modulation der maternalen Spiralge-
faRe zu uteroplazentaren GefdlRen statt. Eine eingeschrankte plazentare Angiogenese ist eng verbun-
den mit Komplikationen wie Praeklampsie und intrauteriner Wachstumsrestriktion (Stampalija et al.
2010, Cnossen et al. 2008).

Die Entwicklung suffizienter BlutgefalRe, die eine optimale Vesorgung des Fetus Uber die gesamte
Dauer der Schwangerschaft garantiert, beginnt mit der Invasion des Synzytiotrophoblasten in das
Stratum functionale der Gebarmutterschleimhaut. Durch die starke Proliferation des Synzytiotro-
phoblasten bilden sich fingerférmige Ausstilpungen und lakunéare Strukturen. Diese vereinigen sich
dann zum intervillésen Raum, in dem sich ab der zehnten SSW das mutterliche Blut aus den Spiralar-
terien sammelt. In der reiferen Plazenta entwickeln sich zottenartige Strukturen, die in den intervill6-
sen Raum reichen (Schneider et al. 2011).

Der villése Trophoblast stellt die duRere Schicht der Zotten dar und besteht aus Zytotrophoblasten
und Synzytiotrophoblasten. Hier erfolgen der Austausch von Nahrstoffen und Sauerstoff und deren
Weiterleitung an die fetalen GefaRe im Inneren der Zotten, sowie die Produktion von B-HCG (Schnei-
der et al. 2011).

An den Zottenspitzen, am Ubergang zur Dezidua, bilden sich extravillése Trophoblastenzellen heraus,

die stark proliferieren (Kumpel und Manoussaka 2012). Der extravillése Trophoblast (EVT) bildet
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Zellsaulen, die in die Dezidua einwachsen. Bulmer et al. (2012) zeigten, dass sich aulerdem Zellen
des EVT in den Spiralarterien ansiedeln und einen Umbau des GefdRendothels bewirken. Im Verlauf
dieses Umbaus werden glatte Muskelzellen der GefaRwand durch EVT-Zellen, sowie durch fibrinoides
Gewebe ersetzt. Auch die Membrana elastica interna wird zerstort. Es ist allerdings unwahrschein-
lich, dass der Umbau der GefidlRe durch die Zellen des EVT initiiert wird. Hingegen wird angenommen,
dass bestimmte Leukozytenpopulationen wie Makrophagen und uterine NK-Zellen den Ansto zum
GefaRumbau geben, und dieser dann durch den Einfluss des EVT vollendet wird (Smith et al. 2009,
Bulmer et al. 2012). Die GefdRe vermogen den Blutfluss in den intervilldsen Raum durch Druckveran-
derungen weder negativ noch positiv zu beeinflussen, durch den Verlust der muskuldaren Fasern ver-
lieren sie die Fahigkeit zur Lumenregulation. Dieser Zustand der maximal dilatierten GefdaRe ermog-
licht einen ungestorten Transport von Nahrstoffen und Blutgasen zum Fetus (Bulmer et al. 2012).

Der Bedarf an Blutvolumen steigt im Verlauf der Schwangerschaft, da der Fetus zum Wachstum
Nahrstoffe benotigt. Die Invasitivitat des EVT und der dadurch bedingte zellulare Umbau der Spiralar-
terien sind mit der 24. SSW abgeschlossen (Stampalija et al. 2010). Bis zu diesem Zeitpunkt steigt
physiologischer Weise die uteroplazentare Durchblutung stetig an, wahrend der Widerstand sinkt.
Auch die diastolische Flussgeschwindigkeit nimmt zu. Da der Umbau der GefalRe hauptsachlich in der
Dezidua stattfindet, nimmt zunachst der Widerstand in den Spiralarterien ab. Im weiteren Verlauf
verringert sich dann der Widerstand nach distal fortlaufend in den Aa. arcuatae und schlieBlich, um
den Zeitpunkt der 24. SSW, ist auch in den uterinen Arterien nur noch selten ein erhéhter Flusswi-
derstand zu messen. Wird eine maximale Weitstellung der plazentaren GefdaRe durch fehlerhaften
Umbau verhindert, ist sonographisch ein erhohter Widerstand der uteroplazentaren GefaRe nach-
weisbar (Schneider et al. 2011). Die Qualitat der materno-fetalen Durchblutung wird in der Klinik so-

nographisch anhand der A. uterina beurteilt.

Ein fehlerhafter GefdfSumbau hat Folgen fiir die gesamte Schwangerschaft

Ein mangelhafter Umbau der SpiralgefaRe in der Frilhschwangerschaft wird schon sein langer Zeit mit
Schwangerschaftskomplikationen wie Prdaeklampsie oder Wachstumsrestriktionen des Fetus in Zu-
sammenhang gebracht (Khong et al. 1986). AuRerdem lieR sich zeigen, dass ein mangelhafter Gefal3-
umbau gehauft bei von arteriellem Bluthochdruck gepragten Schwangerschaften gefunden wird
(Pijnenborg et al. 1991). Weitere Untersuchungen kamen zu dem Ergebnis, dass sogar spate Schwan-
gerschaftsverluste mit verminderter Trophoblasteninvasion und mangelhaftem GefaBumbau im Zu-

sammenhang stehen (Ball et al. 2006).
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Abb.3: Schematische Darstellung: Umbau der Spiralarterien und plazentare Blutversorgung (Moffett-King 2002).

Abbildung 3 zeigt die uteroplazentaren GefdRe Vergleich zwischen dem nicht schwangeren Zustand,
dem verminderten GefdBumbau bei Prdaeklampsie oder Intrauteriner Wachstumsrestriktion (IUGR),
sowie dem physiologischen GefaBumbau in einer gesunden Schwangerschaft. Im Rahmen der patho-
logischen Schwangerschaft ist die Trophoblasteninvasion reduziert, was in einer verminderten Blut-
versorgung des Fetus mit erhéhten Widerstdnden der uteroplazentren GefédRe resultiert (Moffet-King

2002).

Fetoplazentare GefdfSversorgung

Die paarig angelegten Nabelschnurarterien entspringen beidseits den fetalen Aa. iliacae internae und
ziehen dann vom Fetus liber eine durchschnittliche Lange von 50 Zentimetern durch die Amnionhdh-
le zur Plazenta, wo sie sich an deren Oberflache in ChorionplattengefdRe verzweigen (Sohn et al.

2003).
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Dopplersonographisch lasst sich die Durchblutung der uterinen und umbilikalen GefaRe auf nicht in-
vasive Weise darstellen. Diese Methode wurde bereits vielfach in Studien angewandt, um spatere
Schwangerschaftskomplikationen wie Praeklampsie oder intrauterine Wachstumsrestriktion friihzei-
tig anhand der plazentaren und fetalen Durchblutungsmuster zu erkennen. Die Aa. umbilicales sind
besonders geeignet zur Darstellung der fetoplazentaren Perfusion, wahrend die Aa. uterinae Auf-
schluss Uber die maternoplazentaren Durchblutungsverhaltnisse geben (Hiineke und Ude 2002). Die
Parameter Resistance Index (RI) und Pulsatility Index (Pl) beschreiben die Intensitat der Widerstande
in den untersuchten Gefallen. Erhohte Widerstandsindizes gehen mit einer verminderten Perfusion
einher. Treten in der Darstellung der Flusskurven der Aa. uterinae postsystolische Inzisuren auf, so
wird dies als ,Notch-Phdnomen” bezeichnet (s. Abb.4). Das Auftreten eines beidseitigen Notching,
das Uber die 24. SSW hinaus persistiert, ist als pathologisch zu werten. Ab diesem Zeitpunkt sollten
die GefaRe durch den histologischen Umbau die maximale Fahigkeit zur Dilatation erreicht haben.
Das Notch-Phanomen stellt einen unzureichenden Anpassungsprozess der uteroplazentaren Arterien
an die Schwangerschaft dar und tritt haufig in Verbindung mit schwangerschaftsassoziierten Patho-
logien wie Praeklampsie oder Intrauteriner Wachstumsrestriktion auf (Harrington et al. 1996, Cnos-

sen et al. 2008).
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Abb. 4: Flusskurven der A. uterina in der 24. SSW. Darstellung der Dopplerflusskurven der A. uterina bei einer Probandin
mit hohen Pulsatilitdts- und Resistenzindices (entspricht hohen Widerstdanden). Die roten Pfeile markieren postsystolische
Inzisuren (Notching) (Bild A). In Bild B zeigt sich eine physiologische Flusskurve mir niedrigen Pulsatilitdts- und Resistenzin-
dizes und dementsprechend niedrigen GefaBwiderstanden.
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1.5 Arbeitshypothesen und Fragestellungen

Die Anpassung des miitterlichen Immunsystems an den semi-allogenen Fetus und die gleichzeige Fa-
higkeit zur Aufrechterhaltung einer kompetenten Immunabwehr gegen von aullen einwirkende pa-
thogene Einflisse stellt eine komplexe Aufgabe flir den menschlichen Kérper dar. In der vorliegenden
Studie soll daher zunachst nachgewiesen werden, welche immunkompetenten Zellpopulationen des
peripheren Blutes im Verlauf der Schwangerschaft bestimmten Adaptationsvorgdangen unterliegen.

Es ergeben sich hierdurch folgende Fragestellungen:

e Gibt es Unterschiede in Verteilungsmuster und Anzahl von CD4" Zellpopulationen im peri-
pheren Blut schwangerer Frauen zwischen der 14. und der 24. SSW?

e Gibt es Unterschiede in Verteilungsmuster und Anzahl von CD8" Zellpopulationen im peri-
pheren Blut schwangerer Frauen zwischen der 14. und der 24. SSW?

e Gibt es Unterschiede in Verteilungsmuster und Anzahl ausgewahlter Leukozytenpopulatio-

nen im peripheren Blut schwangerer Frauen zwischen der 14. und der 24. SSW?

GemaR der Annahme, dass auch immunkompetente Hormone einen wichtigen Einfluss auf den Er-
halt der Schwangerschaft haben und mit dem zelluldren Immunsystem interagieren, ergibt sich eine

weitere grundlegende Fragestellung:

e Wie verhalten sich die Schwangerschaftshormone Progesteron, 17-B-Ostradiol und Prolaktin

zwischen der 14. und der 24. SSW?

Der Hypothese folgend, dass zelluldre und hormonelle Adaptationsvorgdange malgeblich am Erfolg
des Schwangerschaftsverlaufes beteiligt sind und somit auch Einfluss auf die fetale Gesundheit und

das Geburtsgewicht haben, wurden diesbeziiglich weitere Fragestellungen formuliert:

e Lassen sich anhand der Frequenz von CD4"-, CD8"-Populationen, weiteren Leukozyten oder
der Konzentrationsspiegel von Progesteron, Ostradiol oder Prolaktin in der 14. oder 24. SSW

Risiken flr ein erniedrigtes Geburtsgewicht ableiten?

Es kann angenommen werden, dass Immunzellen an der GefdaRinvasion im Rahmen der Plazentation
beteiligt sind. Eine mangelhafter Blut- und Nahrstoffaustausch zwischen Mutter und Fetus hat eben-
falls einen Effekt auf die kindliche Gesundheit. In der vorliegenden Studie wird folgende Fragestel-

lung betrachtet:

e Welche Aussage lasst sich anhand der dopplersonographisch gemessenen uterinen und pla-
zentaren Durchblutungswerte zum Zeitpunkt der 24. SSW im Hinblick auf das Risiko fiir ein

erniedrigtes Geburtsgewicht ableiten?
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2. Material und Methoden

2.1 Studiendesign

Die Datenerhebung erfolgte im Rahmen einer prospektiven Studie. Bei den Teilnehmerinnen handelt
es sich um Frauen mit intakter Einlingsgraviditat, die von niedergelassenen Gynakologen in Hamburg
und im Hamburger Umland betreut wurden. Die Studienteilnehmerinnen wurden im Rahmen der
PRINCE-Studie (Prenatal Identification of Children’s Health), die am Universitatsklinikum Hamburg-
Eppendorf (UKE) durchgefiihrt wird, rekrutiert.

Die Studie wurde von der zustdndigen Ethikkommission in Hamburg genehmigt (Genehmigungs-
nummer: PV3694). Die Daten fir die vorliegende Dissertation wurden an zwei Zeitpunkten wahrend
der Schwangerschaft, sowie nach der Geburt erhoben. Nach einem ausfiihrlichen Aufklarungsge-
sprach und der Einwilligung der Teilnehmerin erfolgte in der 12.-14. SSW eine vendse Blutentnahme
und die Erhebung biometrischer Daten der Mutter. Im Zeitraum um die 24. SSW wurde erneut peri-
pher venoses Blut entnommen, sowie eine Ultraschalluntersuchung des Kindes durchgefiihrt. Aus or-
ganisatorischen Griinden wurden Termine mit bis zu sieben Tagen Abweichung um die 24. Woche
vergeben. Nach der Geburt wurden den Frauen Fragebogen beziiglich des Schwangerschafts- und
Geburtsverlaufes sowie den bei Geburt erhobenen kindlichen Daten zugestellt. Nach Riickerhalt der

Daten erfolgte die Datenanalyse. Einen Uberblick {iber den zeitlichen Ablauf der Studie gibt die Ab-

bildung 5.
24, SSW
Beginn der - Blutentnahme
Schwangerschaft - Sonographie
14. SSW Geburt
-Rekrutierung - Datenerfassung zu

kindlichen MaRen und

-Aufklasingseesprach/ Schwangerschaftsverlauf

Einwilligung

-Blutentnahme

Abb.5: Ablauf der Studie.
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2.1.1 Ein- und Ausschlusskriterien

Die Grundbedingung fiir die Studienteilnahme war eine zum Aufnahmezeitpunkt intakte, auf natdrli-
che Weise entstandene Einlingsschwangerschaft. Dies bedeutet, dass eine kiinstliche Befruchtung
oder hormonelle Stimulationen als Ausschlusskriterium bewertet wurden. Eine weitere Vorausset-
zung fir die Studienteilnahme war die Volljahrigkeit der Schwangeren. Schwangere mit Erkrankun-
gen des Stoffwechsels wurden ausgeschlossen. Ein nachtraglicher Ausschluss von Studienteilnehme-
rinnen erfolgte bei Auftreten bestimmter Schwangerschaftskomplikationen, welche nachfolgend er-
ldutert werden, oder bei Geburt des Kindes auBerhalb des Zeitrahmens zwischen der 37. und 42.
SSW. Nur zwei Studienteilnehmerinnen gaben an, zu rauchen. Nachtraglich wurden Raucherinnen

aus der Studie ausgeschlossen, um etwaige Ergebnisverzerrungen zu vermeiden.

2.1.2 Studienkollektiv

Die Anzahl der schwangeren Frauen, deren Daten fiir die vorliegende Dissertationsarbeit erhoben
wurden, betrdgt n=49. Nach Ausschluss auf Grund von Infektionen wahrend der Schwangerschaft,
sowie der Ausschluss von Raucherinnen und einer Friihgeburt, reduzierte sich die Studienpopulation

auf n=44 (Abb. 6).

Anzahl rekrutierter
schwangerer Frauen

n=49

- Komplikationen im
Schwangerschaftsverlauf (n=2)
- Rauchen (n=2)

- Frithgeburtlichkeit (n=1)

Gesamtzahl
Teilnehmerinnen

n=44

Abb.6: Auswahl der Studienteilnehmerinnen.

Traten im Verlauf der Schwangerschaft Komplikationen auf, so wurden diese einzeln bewertet und
die betreffende Probandin gegebenenfalls nachtraglich aus der Population ausgeschlossen. Zum Aus-
schluss fiihrten vor allem Infekte, die zum Zeitpunkt der Blutentnahmen stattfanden und somit Ein-
fluss auf die immunologischen Parameter gehabt hatten. Zu den nachtraglich ausgeschlossenen Teil-
nehmerinnen gehorte eine Schwangere, die aufgrund einer Cholecystolithiasis zum Zeitpunkt der
zweiten Blutentnahme in antibiotischer Behandlung befand. Eine weitere Frau gab eine schwere

Gastroenteritis im Zeitfenster der Blutentnahme an. Bei einer dritten Studienteilnehmerin kam es in
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der 36. SSW zu einer Friihgeburt, was ebenfalls zum Ausschluss aus der Studienpopulation fihrte, da
es sich um die einzige Friihgeburt der gesamten Kohorte handelte. Weitere Komplikationen, die je-
doch nicht zum Ausschluss aus der Studienpopulation flihrten,) waren eine MittelfuRfraktur (n=1),
Harnwegsinfekt und Arterieller Hypertonus in der 35. SSW (n= 1), grippaler Infekt in der 34. SSW
(n=1), Sturz ohne weitere Folgen (n=3). Da die genannten Komplikationen nicht im Zeitfenster der

Blutentnahmen stattfanden, verblieben die Probandinnen in der untersuchten Kohorte.

Demographische Informationen lber die untersuchte Studienkohorte wie Alter, Body-Mass-Index
(BMI), ethnische Herkunft und weitere sind in der Tabelle 1 dargestellt.

Das Alter der Probandinnen, sowie Herkunft, hochster Schulabschluss und Berufstatigkeit wurden
zum Zeitpunkt der ersten Untersuchung erfasst.

Bei den Teilnehmerinnen handelt es sich hauptsachlich um gesunde, mitteleuropaische Frauen im
durchschnittlichen Alter von 32 Jahren.

Insgesamt leiden sieben Schwangere an chronischen Erkrankungen, darunter zwei Frauen an Asth-
ma / Emphysem, eine Teilnehmerin an Morbus Bechterew und vier Teilnehmerinnen geben eine me-

dikamentos substituierte Hyper- oder Hypothyreose an.

Demographische Informationen n
Alter (J) 32.15+4.45 44
BMI? (kg/m”°) 24.22 +3.57 44
Erfolgreiche Schwangerschaften (%) 27.3 12
Chronische Erkrankungen (%) 15,9 7
Medikamenteneinnahme (%) 9.1 4
Hochster Schulabschluss 43
Abitur (%) 27.3 12
Fachabitur (%) 13.6 6
Fach-/ Hochschulabschluss (%) 43.2 19
Mittlere Reife (%) 114 5
Berufstatigkeit (%) 84 37
Ethnische Herkunft 43
Mitteleuropaisch (%) 90.9 40
Eurasisch (%) 4.5 2
Asiatisch (%) 2.3 1

Tabelle 1: Beschreibung der Studienpopulation. ? BMI= Body-Mass-Index.
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2.2 Verwendete Materialien

Die flr die Blutentnahmen und die folgenden Blutanalysen verwendeten Materialien sind der Tabel-

le 2 zu entnehmen.

Blutentnahme Hersteller
Monovette Serum-Gel 7,5 ml Sarstedt
Monovette EDTA KE 7,5 ml Sarstedt
Safety-Kanile/ Safety-Multifly-Kaniile Sarstedt
Serumgewinnung fiir die Hormonanalyse

Eppendorf Pipette Research plus 1-200pul Eppendorf
Eppendorf Pipette Research plus 1-200pul Eppendorf
Eppendorf Pipette Research plus 500-1000pul Eppendorf
epT.l.P.S. Pipettenspitzen 200pl Eppendorf
epT.l.P.S. Pipettenspitzen 1000pl Eppendorf
Reagiergefal SafeSeal 1,5 ml Sarstedt
Zentrifuge Rotina 380R Hettich

Sicherheitswerkbank MSC-Advantage

Thermo Fisher Scientific

Durchflusszytometrie

FACS-R6hrchen 5ml

Becton Dickinson BioSciences

Eppendorf Pipette Research plus 1-200pl

Eppendorf

epT.I.P.S. Pipettenspitzen 200ul

Eppendorf

Dulbecco’s PBS

PAA Laboratories

Zentrifuge Rotina 380R

Hettich

Vortex-Genie Touch Mixer

Scientific Industries

Antikorper gegen:

CD3 (APC); CD4 (V500); CD14 (PacBlue/V450); CD16 (FITC); CD19 (PE-Cy7);

CD25 (PE); CD27 (FITC); CD28 (PE-Cy7);

CD39 (PE-Cy7); CD45 (PerCP/Cy5.5); CD45RA (PacBlue/V450); CD45RO
(PerCP/Cy5.5); CD56 (PE); CD62L (PacBlue/V450);
CD127 (PerCP/Cy5.5); CCR2 (CD192) (APC); CCRS (CD195) (PE); CCRS (CD195)

(FITC); CCR7 (CD197) (APC)

Becton Dickinson Pharmingen

Antikorper gegen CD8 (APC-Cy7)

Bio Legend

Destilliertes Wasser

UKE Hamburg Eigenproduktion

FACS Lysing Solution (zehnfache Konzentr.)

Becton Dickinson

FACS Canto Il Zytometer

Becton Dickinson

FACS Diva Softwareprogramm

Becton Dickinson

Tabelle 2: Materialien und Hersteller.
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2.3 Probengewinnung

2.3.1 Blutentnahme

Die Entnahme der Blutproben erfolgte im Anschluss an die Ultraschalluntersuchung direkt in der Stu-
dienambulanz der Klinik und Poliklinik fiir Geburtshilfe und Prdnatalmedizin des UKE. Zu jedem Ter-
min wurde den Studienteilnehmerinnen je eine Serum-Monovette mit 7,5 ml Fassungsvermogen,
sowie zwei EDTA-R6hrchen a 7,5 ml aus einer peripheren Vene entnommen. Innerhalb von zwei

Stunden nach der Entnahme wurden die Blutproben im Labor weiterverarbeitet.

2.3.2 Serumgewinnung

Die Serum-Monovette wurde 15 Minuten bei 2000 g zentrifugiert. Der entstandene Uberstand wurde
in kleinen Portionen a 250 und 100 pl in verschlossenen Réhrchen zur weiteren Verarbeitung bei -80°

Celsius eingefroren.
2.4 Durchflusszytometrie

2.4.1 Probenaufbereitung und durchflusszytometrische Messung

Zur Vorbereitung der Blutproben fir die durchflusszytometrischen FACS-Analysen (Fluorescence acti-
vated cell sorting) wurden jeweils 100 pl EDTA-Blut in drei separate FACS-R6hrchen pipettiert. Die
Farbung der Zellen erfolgte mit farbstoffgekoppelten Antikérpern der Firmen Bio Legend und Becton
Dickinson. Die Antikorper wurden zunachst in unterschiedlichen Verdliinnungen zu drei Ansatzen zu-
sammengefligt und daraufhin wurde je ein Ansatz mit den bereits abgefillten 100 pl EDTA-Blut inku-
biert. Die Zusammensetzungen der Antikdrperansatze mit den jeweils gekoppelten Antikérpern sind

in der Tabelle 3 aufgefiihrt.

Farbstoff Analysel / Verdiinnung Analyse 2 / Verdiinnung Analyse 3 / Verdiinnung
V500 CD4 / 1:10 CD4 / 1:10 CD4/1:10
PacBlue/V450 CD62L/ 1:3 CD45RA / 1:10 CD14/1:3
FITC CCR5 / pur CD27/1:10 CD16/1:3
PE CD25 / pur CCR5 / pur CD56/1:3
PerCP/Cy5.5 CD127/1:3 CD45R0 / 1:10 CD45/1:3
PE-Cy7 CD39/1:3 CD28/1:10 CD19/1:3
APC CCR2/1:3 CCR7 / pur CD3/1:10
APC-Cy7 - CD8/ 1:10 CD8/1:10

Tabelle 3: Zusammensetzung der Antikorper mit den konjugierten Farbstoffen im jeweiligen Ansatz.
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AnschlieBend wurden die Zellen mit dem jeweiligen Antikdrperansatz 30 Minuten bei Raumtempera-
tur in Dunkelheit angesetzt. Nach der Inkubation wurden die Ansatze gut durchmischt und zu jedem
Ansatz ein Milliliter BD FACS Lysing solution (in zuvor angesetzter 1:10 Verdliinnung mit Aqua dest.)
gegeben. Die Lysing solution bewirkt, dass die im EDTA-Blut enthaltenen Erythrozyten zerstort wer-
den, damit diese vom FACS-Gerat nicht als Signal gemessen werden. Nach zehnminitiger Inkubati-
onszeit wurde die Mixtur erneut fir 5 Minuten bei 1500 rpm zentrifugiert und anschlieRend der
Uberstand verworfen. Das Zellpellet wurde daraufhin in zwei weiteren Wiederholungen mit PBS
(phophate buffered saline) gewaschen und abzentrifugiert. Die gereinigten Zellen wurden anschlie-
Rend mit 300 pl PBS angesetzt und bis zur Messung im Kihlschrank bei 4° Celsius verwahrt.

Die durchflusszytometrische Messung wurde an dem Gerat FACS Canto Il der Firma Becton Dickinson
durchgefihrt. Als Software fiir die Messung wurde das Programm BD FACSDiva genutzt. Pro Tube
wurden 50.000 vitale Zellen gemessen, bei Erreichen dieser Zellzahl stoppte die Messung automa-
tisch. Die Auswertung der gemessenen Zellen erfolgte mit dem Software-Programm FlowJo (Version
7.6.1).

Mit Hilfe dieses Programmes erfolgte die Eingrenzung, das sogenannte , Gating” der jeweiligen Sub-
populationen der Zellen. Zur Qualitatssicherung erfolgte neben ausfihrlicher Literaturrecherche die
Durchfiihrung von Negativkontrollen, den sogenannten ,Fluorescence minus one“-Kontrollen (FOM).
Hierbei wurden die Blutproben mit allen Antikorper-Reagenzien inkubiert, abgesehen von dem zu
Uberprifenden Antikorper. Im Vergleich der Positiv- mit der Negativ-Kontrolle konnte nachgewiesen

werden, dass die gesuchte Zellpopulation in der FOM-Kontrolle nicht angefarbt wurde.

2.4.2 Verteilungsmuster und Anzahl CD4"

Alle in Abbildung 7 gezeigten CD4"-Zellen entstammen den in Bild A abgebildeten Lymphozyten. Aus
den Lymphozyten lieRen sich mit Hilfe der ,Histogram“-Anzeigefunktion die CD4" Zellen herausfiltern
(Bild B). Innerhalb der CD4" Lymphozyten wurden dann jeweils CD39" (C), CCR5" (D), CD62L" (E) sowie
regulatorische T-Zellen (F) dargestellt. Die regulatorischen T-Zellen werden Uber die Oberflachen-
markerkonstellation CD4"'CD25'CD127%" identifiziert. Die Treg-Population wurde weiterhin in Unter-

gruppen mit den Oberflichenmolekiilen CD39" (G), CCR5" (H), CD62L" (I) unterteilt.
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Abb. 7: Darstellung von Lymphozyten und CD4" Zellpopulationen. Die Zellpopulationen werden als , Dot Plots” gezeigt,
hierbei ist jede Zelle als einzelner Punkt dargestellt. Eine Ausnahme bildet Figur B, hier wurde die ,,Histogramm®“-Darstellung
gewahlt. Die X- und Y-Achse sind mit den jeweiligen Oberflaichenmarkern beschriftet.

Erlauterung der einzelnen Bilder: A: Lymphozyten, B: CD4" Lymphozyten, C: CD4'CD39" Zellen, D: CD4*CCR5" Zellen, E:

CD4'CD62L" Lymphozyten, F: CD4*CD25*CD127%™ regulatorische T-Zellen (Treg), G: CD39" Treg, H: CCRS' Treg, I: CD62L*
Treg.

2.4.3 Verteilungsmuster und Anzahl CD8"

Die Auswertungen der CD8" Zellen sind in der Abbildung 8 aufgezeigt. Die CD8" Zellen wurden sowohl
in Lymphozyten (A) als auch in Leukozyten (D) bestimmt. Die Untergruppen der CD8" Zellen ent-
stammen der CD8" Lymphozytenpopulation. Zunichst wurden die naiven T-Zellen (CD45RA'CCR7),
die Effektor T-Zellen (CD45RA'CCR7), die zentralen Gedachtnis T-Zellen (CD45RA'CCR7") sowie die ef-
fektor Gedachtnis T-Zellen (CD45RA'CCR7’) dargestellt (B). Im nachsten Schritt wurden dann die ef-

fektor Gedachtniszellen noch einmal anhand der Oberflaichenmarker CD27 und CD28 unterteilt (C).
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Abb.8: Darstellung von CD8" Zellen. Die Zellgruppen sind als , Dot Plots“ dargestellt, jeder Punkt stellt eine einzelne Zelle
dar. Die X- und Y-Achse sind mit den jeweiligen Oberflaichenmarkern beschriftet. Erlduterung der einzelnen Bilder: A: CD8"
Lymphozyten, B: CCR7+CD45RA+ Naiv, CCR7-CD45RA- Effektor Memory, CCR7-CD45RA" Effector, CCR7'CD45A™ Central
Memory. Diese Zellen sind Subpopulationen der in A dargestellten CD8" Lymphozyten. C: Subgruppen der CCR7 CD45RA-
Effektor Memory Zellen (B): CD27°CD28" Effector Memory 1, CD27" CD28" Effector Memory 2, CD27 CD28" Effector Memory
3, CD27°CD28" Eff. Memory 4. D: CD4" und CD8" Zellgruppen in CD45" Leukozyten.

2.4.4 Verteilungsmuster und Anzahl weiterer Leukozyten

Der folgenden Abbildung 9 ist die Einteilung und Abgrenzung weiterer unterschiedlicher Leukozyten-
populationen zu entnehmen. Es wurde zunachst wurde die Gesamtheit der peripheren Leukozyten
dargestellt (A). Aus diesen Zellen lieRen sich nachfolgend die CD45" Leukozyten isolieren (B), denen

die darauffolgenden Zellabbildungen entstammen.
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Abb. 9: Darstellung von weiteren Leukozytenpopulationen. Die Zellpopulationen sind als ,Dot Plots“ dargestellt, jeder
Punkt entspricht einer Zelle. Die X- und Y-Achse sind mit den jeweiligen Oberflaichenmarkern beschriftet. Inhalt der einzel-
nen Bilder: A: Gesamtanteil von Leukozyten im peripheren Blut, B: Anteil CD45" Zellen an der Gesamtheit der Leukozyten,
C: CD19°CD16 B-Zellen in CD45 Leukozyten, D: CD3* CD56" NKT-Zellen, CD*CD56™ T-Zellen, CD3'CD56" NK-Zellen und CD3”
CD56"" NK-Zellen, E: CD16 CD56" regulatorische NK, CD16'CD56" zytotoxische NK (aus D), F: CD3'CD16CD56"" regulatori-
sche NK, CD3CD16"CD56" Zyt. NK (aus D), G: CD16"™CD14"™ Eosinophile, Monozyten, CD14'CD16"™ Neutrophile, H:
CD14CD16" nicht klassische Monozyten, CD14°CD16" intermedidre Monozyten, CD14 CD16" klassische Monozyten (aus
Monozyten in G).
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2.5 Hormonmessung

Die Messungen der Hormone Progesteron, Prolaktin und R-2-Ostradiol wurden im Institut fiir Klini-
sche Chemie des UKE durchgefiihrt. Dafiir wurden 400 ul der eingefrorenen Proben zunachst langsam
Uber den Zeitraum einer halben Stunde aufgetaut, finf Minuten bei 1500 rpm abzentrifugiert und
der so gesduberte Uberstand gemessen. Die Messung der Hormonwerte wurde mit dem Gerit ADVIA
Centaur XP der Firma Siemens durchgefihrt.

Die Werte fiir Progesteron und R-2-Ostradiol wurden durch kompetitive Immunoessays ermittelt. Fiir
die Bestimmung des Prolaktinwertes wurde ein Sandwich-Immunoessay durchgefiihrt. Befanden sich
die Hormonkonzentrationen oberhalb festgelegter Grenzen, wurden maschinell automatische Ver-
diinnungen durchgefiihrt. Uberstiegen die Proben auch nach der automatischen Verdiinnung noch
den Messbereich, wurden manuelle Verdinnungen erforderlich. Fiir diese Verdiinnungen wurde Se-
rum von gesunden Mannern verwendet, da dieses im Vergleich zum Serum schwangerer Frauen nur
vernachldssigbar geringe Konzentrationen der Hormone Progesteron, Ostradiol und Prolaktin ent-
hélt. Die Verdlinnungsfaktoren wurden im Messgerat eingestellt und durch das System automatisch
berechnet.

Die Verdiinnungsgrenzen betrugen fiir Progesteron < 60 ng/ml, fiir R-2-Ostradiol < 3000 pg/ml und
fur Prolaktin <200 ng/ml.

2.6 Sonographie

Die Erhebung der sonographischen Daten erfolgte wie die vendse Blutentnahme in der Studienambu-
lanz der Klinik und Poliklinik fiir Geburtshilfe und Prdnatalmedizin des UKE zum Zeitpunkt der 24.
SSW. Alle Messungen erfolgten transabdominal und in Riickenlage der Studienteilnehmerin. Die Un-
tersuchungen wurden von drei Facharztinnen fiir Gyndkologie und Geburtshilfe mit dem Ultraschall-
gerdt GE Voluson E8 durchgefiihrt. Dabei wurden die Abdominal-Ultraschallképfe RAB 4-8-D (4-8
MHz) und RAB 2-5-D (2-5 MHz) verwendet. Fiir die Speicherung, Verwaltung und Abfrage der erho-
benen Daten wurde das Programm PIA ViewPoint von GE verwendet.

Im Rahmen der sonographischen Untersuchung wurden die Wachstumsparameter Kopfumfang, bi-
parietaler Durchmesser (BPD), Abdominalumfang und die Lidnge des Femurs gemessen. Aus diesen
Daten lieR sich dann auch automatisch das geschatzte fetale Gewicht zu diesem Zeitpunkt errechnen.
Des Weiteren wurden dopplersonographische Messungen der uterinen Arterien und der Nabel-
schnurgefaRe durchgefihrt. Hierbei wurden die Widerstandsparameter Pl und Rl sowie das Auftre-

ten eines Notching dokumentiert.
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2.7 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit dem Programm SPSS Statistics 17.0. AuRerdem
wurde das Programm GraphPad Prism 5 fiir Vergleiche zwischen der 14. und der 24. SSW und fir
graphische Darstellungen genutzt. Fir die Populationsvergleiche der Zellpopulationen zwischen der
14. und 24. SSW wurden Man-Whitney-Tests durchgefiihrt. Alle Variablen wurden hinsichtlich einer
Normalverteilung tUberprift. Wenn eine Normalverteilung aufgrund von einzelnen AusreiRern nicht
gegeben war, kam es zum Ausschluss der identifizierten AusreiRer oder die betreffende Variable
wurde logarithmiert. In die folgenden Regressionsanalysen wurden nur normalverteilte Variablen
einbezogen.

Es wurde p < 0.05 als relevantes Signifikanzniveau (p-Wert) fiir die Auswertung der Zellpopulationen,
Hormonkonzentrationen und der Regressionsanalysen festgelegt. Graphisch wird dieser Wert mit ei-
nem Stern dargestellt. P-Werte < 0.01 werden graphisch mit zwei Sternen gekennzeichnet, p-Werte

<0.001 mit drei Sternen.
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3. Ergebnisse

3.1 Kindliche MaRe und Gestationsalter

Alle Probandinnen der untersuchten Kohorte brachten lebende Einlingskinder zur Welt, davon 18
Madchen (40,9 %) und 26 Jungen (59,1 %). Die Malle der Neugeborenen, sowie das Gestationsalter
bei Geburt sind in der nachfolgenden Tabelle 4 aufgefiihrt. Das mittlere Geburtsgewicht liegt in die-
ser Studie mit 3490 Gramm etwas Uber dem Durchschnitt fir deutsche Kinder, der 3387 Gramm be-
tragt (Straube et al. 2010). Die mittlere Korperldnge bei Geburt liegt mit 52 Zentimetern nur 0,6 cm
Uber dem deutschen Durchschnitt (51,4 cm) (Straube et al. 2010).

Standard-
Variable Mittelwert Minimum Maximum n
Abweichung
Geburtsgewicht (g) 3490.38 2550.0 4270.0 399.87 44
Korperlange (cm) 51.95 48.00 57.00 2.28 44
Gestationsalter bei Geburt
39.59 37.0 41.0 1.15 44
(Wochen)

Tabelle 4: Geburtsgewicht und Koérperlange der Neugeborenen, Gestationsalter bei Geburt.
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3.2 Auswertung der durchflusszytometrischen Messung von Zellpopulationen

3.2.1 Verteilungsmuster und Anzahl von CD4"-Zellen

Die folgende Graphik gibt einen Uberblick iiber die Verteilung von CD4" Zellpopulationen wihrend
der 14. und der 24. SSW (Abb.10). In die Berechnungen wurden alle Studienteilnehmerinnen (n=44)
einbezogen.

Zum Vergleich der Zellpopulationen zwischen der 14. SSW und der 24. SSW wurden Man-Whitney-

Tests durchgefihrt.
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Abb.10: Vergleich von cpa* Zellpopulationen in der 14. und 24. SSW. n = 44. Die Bezeichnung der jeweiligen Zellgruppe
findet sich als Beschriftung an der jeweiligen Y-Achse. Die mit * gekennzeichneten Populationen unterscheiden sich signifi-
kant voneinander. * = p £0.05; ** = p <0.01; *** = p <0.001.

Die Population der Lymphozyten (A) hat sich im Zeitraum zwischen der 14. und der 24. SSW signifi-
kant verringert (p = 0.0054). Wahrenddessen ist die Anzahl der CD4'CD45" Leukozyten (C) angestie-
gen (p = 0.0018). Die weiteren Populationen zeigen keine signifikanten Differenzen in ihrer Frequenz

zwischen der 14. und der 24. SSW.
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3.2.2 Verteilungsmuster und Anzahl von CD8"-Zellen
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Abb. 11: Vergleich von CD8" Zellpopulationen in der 14. und 24. SSW. n= 44,
Die Bezeichnung der jeweiligen Zellgruppe findet sich als Beschriftung an der jeweiligen Y-Achse. Die mit * gekennzeichne-
ten Populationen unterscheiden sich signifikant voneinander. * = p £ 0.05, ** = p < 0.01; *** = p <0.001.

Abbildung 11 zeigt die Unterschiede zwischen den untersuchten CD8" Zellpopulationen in der 14. und
24. SSW. Keine der hier untersuchten CD8" Zellpopulationen zeigt eine signifikante Verdnderung der

prozentualen Verteilung zwischen der 14. und der 24. SSW.
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3.2.3 Verteilungsmuster und Anzahl weiterer Leukozytenpopulationen
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Abb. 12: Vergleich von weiteren Leukozytenpopulationen in der 14. und der 24. SSW. n
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Die Bezeichnung der jeweiligen Zellgruppe findet sich als Beschriftung an der jeweiligen Y-Achse. Die mit * gekennzeichne-

ten Populationen unterscheiden sich signifikant voneinander. * = p < 0.05, ** = p < 0.01; *** = p <0.001.
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Der Darstellung der Vergleiche der Leukozytenpopulationen (Abbildung 12) ist zu entnehmen, dass
der Anteil der CD3'CD45" T-Zellen (D) im signifikanten MaRe zuriickgegangen ist (p = 0.013). Auch der
Anteil der NK-Zellen (F) (p=0.04) und deren Untergruppe, der zytotoxischen NK-Zellen (H)
(p =0.017), sind signifikant abgesunken.

3.2.4 Konzentration Progesteron, Ostradiol und Prolaktin

Ein Vergleich der Konzentrationen der im Serum gemessenen Hormone zum Zeitpunkt der 14. und

der 24. SSW ist der graphischen Abbildung 13 zu entnehmen.
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Abb. 13: Vergleich von Hormonen in der 14. und 24. SSW. A: Progesteron, n=43. B: 17-B-Ostradiol, n=44. C: Prolaktin,
n=44. Die mit * gekennzeichneten Populationen unterscheiden sich signifikant voneinander. * = p < 0.05, ** = p < 0.01; ***
=p<0.001.

Die Konzentrationen aller im Rahmen dieser Studie gemessenen Hormone haben sich zwischen der
14. und der 24. SSW signifikant erhéht. Die Werte fir Progesteron stiegen im Mittel von 41,5 g/l auf
79,5 pg/l. Ostradiol stieg von 2747,8 auf 9655,7 ng/l und Prolaktin von 40,6 auf 132,4 pg/l. Bei der
Messung von Progesteronwerten im Serum musste eine Probandin aufgrund der Einnahme eines

Progesteronpradparates nachtraglich ausgeschlossen werden.
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3.2.5 Sonographische Werte in der 24. Schwangerschaftswoche

Die sonographisch erfassten MaRe der untersuchten Feten in der 24. SSW sind in Tabelle 5 aufge-
fiihrt. Das mittlere fetale Schatzgewicht zu diesem Zeitpunkt liegt bei 680,3 Gramm, der Kopfumfang
bei 221,9 Millimetern. Die Abbildung 14 zeigt exemplarisch physiologische Flusskurven der A. umbili-

calis sowie der Aa. uterinae im Rahmen der dopplersonographischen Untersuchung

. . . Standard-
n Mittelwert Minimum Maximum .
Abweichung
Kopfumfang (mm) a4 2219 208,1 248,0 8.4
biparietaler Durchmesser (mm) 44 61,4 56,0 70,0 3.0
Umfang Abdomen (mm) 44 196,0 178,0 220,0 10.3
Femurlange (mm) 44 43,1 38,7 48,0 2.4
Schéatzgewicht (g) 44 680,3 533 867 86.9

Tabelle 5: Sonographisch ermittelte fetale MaBe in der 24. SSW.

Abb. 14: Dopplersonographische Darstellung von Flusskurven der A. umbilicalis und der Aa. uterinae in der 24. SSW.
A: A. umbilicalis, B: A. uterina rechts, C: A. uterina links. Gezeigt werden physiologische Flusskurven.

In Abbildung 15 sind die Mittelwerte der Resistenz- und Pulsatilitadtsindices dieser GefaRe dargestellt.

Bei Betrachtung der durchschnittlichen Mittelwerte fallt auf, dass die Aa. uterinae rechts und links
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jeweils den identischen durchschnittlichen RI (A; Rl beidseits 0,48) und PI (B; Pl beidseits 0,74) zei-

gen.
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Abb. 15: Vergleich der Widerstands- und Pulsatilitdtsindices Rl (A) und PI (B) in den Aa. uterinae und der A. umbilicalis in
der 24. SSW. n = 44,

3.3 Regressionsanalysen

Um die Zusammenhange zwischen Zellfrequenzen, hormonellen Konzentrationen und sonographi-
schen Parametern mit dem Geburtsgewicht zu analysieren, wurden multivariate Regressionsanalysen
durchgefihrt. Es sollte dabei festgestellt werden, welchen Einfluss die erfassten einzelnen Parameter
unter Berlicksichtigung von bekannten interagierenden GroRen auf das Geburtsgewicht haben. Ziel
war es hierbei, Risikofaktoren fiir ein erniedrigtes Geburtsgewicht festzustellen. Dabei wurde das
Geburtsgewicht als abhadngige Variable in die Berechnungen einbezogen. Die Zellen, Hormone und
Ultraschallparameter flossen als unabhangige Variablen in die Berechnungen ein. AuRerdem wurden
Variablen bestimmt, die als Confounder (EinflussgréRen) in die Berechnungen mit eingeschlossen
wurden. Als Confounder wurden fiir alle Berechnungen der maternale BMI und das Gestationsalter
bei Geburt in die Berechnungen mit einbezogen. Voraussetzung fiir die Einbeziehung der Variablen

war deren Normalverteilung.
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3.3.1 CD4" Zellpopulationen in Zusammenhang mit dem Geburtsgewicht

Unabhingige Variable n B’ Standardfehler | B° 95% KI° p
CD4" Zellen

Lymphozyten 43 -27.892 13.888 -.260 -55.983 .199 0.052
CD4" Lymphozyten 39 | 11.937 7.746 227 3.788 27.661 0.132
CD4" cD45" Leukozyten 43 -6.654 5.095 -.174 -16.960 3.651 0.199
cb4* cD39" 43 7.529 24.156 .042 -41.332 56.390 0.757
CD4" CCR5" 42 -.903 11.004 -.011 -23.179 21.373 0.935
cb4* cpe2L” 43 -.830 10.470 -.011 -22.007 20.348 0.937
cb4* cD25" Treg 42 12.010 38.244 .043 -65.412 89.432 0.755
cb39° Treg 43 -2.491 4.388 -.076 -11.366 6.385 0.574
CCR5" Treg 43 -6.025 5.989 -.133 -18.138 6.089 0.321
cpbe2L’ Treg 43 6.515 16.807 .052 -27.480 40.510 0.700

Tabelle 6: Einfluss von CD4" Zellen in der 14. SSW auf das Geburtsgewicht. Die Berechnungen sind korrigiert fiir die Ein-
flussvariablen 1. Maternaler Body-Mass-Index und 2. Gestationsalter bei Geburt. *nicht standardisierter Regressionskoeffi-
zient. "standardisierter Regressionskoeffizient. “95% Kl= 95% Konfidenzintervall fiir den nicht standardisierten Regressions-
koeffizienten B.

Unabhangige Variable n B® Standardfehler | B° 95% KI° p
CD4" Zellen

Lymphozyten 43 -18.606 13.322 -.189 -45.551 8.340 0.170
CD4" Lymphozyten 43 -7.371 7.266 -134 -22.068 7.326 0.317
CD4" CD45" Leukozyten 43 3.846 5.926 .089 -8.141 15.833 0.520
cD4' cDp39* 43 11.256 21.196 .073 -31.617 54.129 0.598
CD4" CCR5* 42 -9.365 9.955 -127 -29.519 10.788 0.353
cD4" cpe2L’ 43 .599 10.277 .008 -20.188 21.386 0.954
CD4" CD25" Treg 43 31.360 35.935 .118 -41.325 104.045 0.388
CD39" Treg 43 -5.921 3.827 -203 -13.663 1.821 0.130
CCR5" Treg 43 -9.540 5.886 -214 -21.445 2.365 0.113
CD62L" Treg 43 21.098 16.017 174 -11.300 53.497 0.195

Tabelle 7: Einfluss von CD4" Zellen in der 24. SSW auf das Geburtsgewicht. Die Berechnungen sind korrigiert fiir die Ein-
flussvariablen 1. Maternaler Body-Mass-Index und 2. Gestationsalter bei Geburt. *nicht standardisierter Regressionskoeffi-
zient. "standardisierter Regressionskoeffizient. “95% Kl= 95% Konfidenzintervall fiir den nicht standardisierten Regressions-
koeffizienten B .

Weder in der 14. (Tabelle 6), noch in der 24. SSW (Tabelle 7) konnte ein signifikanter Zusammenhang
zwischen den analysierten CD4" Zellpopulationen und dem Geburtsgewicht gezeigt werden. Erkenn-
bar ist ein Trend einer invers gerichteten Korrelation zwischen dem Gesamtanteil der Lymphozyten in

der 14. SSW und dem Geburtsgewicht (p = 0.052, Tabelle 6)
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3.3.2 CD8" Zellpopulationen in Zusammenhang mit dem Geburtsgewicht

. Standard- N .
Unabhéngige Variable n B B 95% Kl p
fehler

CD8’ Zellen
cps’ Lymphozyten 43 -6.304 10.038 -.085 -26.609 14.000 0.534
cD8’cD4s5” Leukozyten 43 -4.120 8.205 -.070 -20.716 12.475 0.618
CCR7'CD45RA™ Naiv 43 -4.130 3.996 -.142 -12.392 3.772 0.287
CCR7CD45RA Effector

43 1.361 3.724 .049 -6.172 8.894 0.717
Memory
CCR7 CD45RA" Effector 39 -9.523 10.771 -.133 -31.390 12.344 0.383
CCR7°CD45A Central Memory 42 -2.437 29.377 -.012 -61.908 57.034 0.934
CD27°CD28" Eff. Memory 1 43 -8.988 3.849 -.317 -16.774 -1.203 0.025
CD27°CD28 Eff. Memory 2 43 14.922 6.567 .296 1.640 28.205 0.029
CD27CD28 Eff. Memory 3 40 -456.001 595.407 -.108 -1663.542 751.540 0.449
CD27°CD28" Eff. Memory 4 40 -26.368 25.922 -.145 -78.940 26.203 0.316

Tabelle 8: Einfluss von CD8" Zellen in der 14. SSW auf das Geburtsgewicht. Die Berechnungen sind korrigiert fur die Einfluss-
variablen 1. Maternaler Body-Mass-Index und 2. Gestationsalter bei Geburt. *nicht standardisierter Regressionskoeffizient.
®standardisierter Regressionskoeffizient. “95% Ki= 95% Konfidenzintervall fiir den nicht standardisierten Regressionskoeffizien-
ten B.

Unabhingige Variable n B’ :::Tedrard_ B 95% KI* p
CD8’ Zellen

CD8" Lymphozyten 43 -8.990 8.570 -.139 -26.324 8.344 0.301
cDbs8’cp4s’ Leukozyten 43 -2.479 7.576 -.045 -17.803 12.846 0.745
CCR7'CD45RA" Naiv 43 -3.764 3.745 -.132 -11.338 3.810 0.321
CCR7 CD45RAEffector

Memory 43 1.464 3.650 .053 -5.920 8.848 0.691
CCR7 CD45RA" Effector 39 -3.676 9.075 -.060 -22.099 14.747 0.688
CCR7'CD45A Central Memory | 42 -9.557 27.158 -.049 -64,536 45.422 0.691
CD27°CD28" Eff. Memory 1 43 -7.988 3.980 425 -16.039 .063 0.052
CD27°CD28 Eff. Memory 2 43 12.179 7.557 .216 -3.107 27.466 0.155
CD27CD28 Eff. Memory 3 41 -245.661 615.510 -.057 -1492.,803 1001.480 0.692
CD27°CD28" Eff. Memory 4 41 -24.009 25.918 -.130 -76.524 28.506 0.360

Tabelle 9: Einfluss von CD8" Zellen in der 24. SSW auf das Geburtsgewicht. Die Berechnungen sind korrigiert fiir die Ein-
flussvariablen 1. Maternaler Body-Mass-Index und 2. Gestationsalter bei Geburt. nicht standardisierter Regressionskoeffi-
zient. Pstandardisierter Regressionskoeffizient. “95% Kl= 95% Konfidenzintervall fiir den nicht standardisierten Regressions-
koeffizienten B.
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In den fiir CD8"-Zellen durchgefiihrten Regressionsanalysen zeigt sich, dass ein erhéhter Anteil an
EM1-Zellen im Blut der Mutter in der 14. SSW mit einem niedrigeren Geburtsgewicht der Kinder ein-
hergeht (p = 0.025) (s. Tabelle 8).

Bei den EM2-Zellen zeigt sich das Gegenteil: erh6hte EM2-Werte wadhrend der Schwangerschaft, vor
allem in der 14. SSW, korrelieren signifikant mit einem hoheren Geburtsgewicht (p = 0.029) (s. Tabel-
le 8). In der 24. Woche ist der Zusammenhang bei beiden Populationen nicht signifikant, es lasst sich
jedoch ein Trend erkennen: der p-Wert flir EM1 betragt p = 0.052, fir EM2 wurde ein Wert von
p = 0.155 berechnet (s. Tabelle 9). Die bei der EM1- Population nachgewiesene Korrelation mit dem

Geburtsgewicht ist, wie schon in der 14. SSW, invers.

3.3.3 Weitere Leukozytenpopulationen in Zusammenhang mit dem Geburtsgewicht

Unabhangige Variable n B® standard- B° 95% KI° p
fehler
Leukozytenscreening
CD45" Leukozyten log 43 175.904 190.532 122 -209.483 561.292 0.362
CD19°CD16 B 43 -103.577 86.909 -.157 -279.366 72.212 0.241
CD3" CD56" NKT 38 -12.244 132.984 -.014 -282.500 258.012 0.927
CD3'CD56 T 43 -27.164 17.838 -.199 -63.244 8.917 0.136
CD4'CD8’ 43 -158.225 238.266 -.097 -640.163 323.713 0.511
CD3°CD56" NK 40 -63.899 95.497 -.098 -257.576 129.778 0.508
CD16° CD56" Regulato-
ische NK 40 -2.384 10.506 -.033 -23.690 18.922 0.822
CD16°CD56°  Zytotoxische
NK 40 -2.483 7.812 -.045 -18.326 13.360 0.752
CD3'CD56"" NK 40 -1065.188 794.248 -191 -2675.997 545.621 0.188
CD3CD16 CD56 ""Reg. NK | 40 -11.627 5.867 -.269 -23.527 272 0.055
CD3'CD16°CD56™" Zyt. NK | 40 10.837 5.742 .257 -.807 22.482 0.067
cD16°"cD14™™  Eosino-
ohile 40 21.882 60.100 .053 -100.007 143.771 0.718
Monozyten 40 -47.738 49.267 -.137 -147.655 52.180 0.339
Intermediire Monozyten 40 27.062 24.600 .156 -22.829 76.953 0.279
Klassische Monozyten 40 -21.066 11.407 -.260 -44.201 2.069 0.073
Nicht-klassische  Monozy-
ten 40 27.105 24.284 .163 -22.146 76.356 0.272
CD14'CD16"™ Neutrophile | 40 19.902 11.640 236 -3.706 43.510 0.096

Tabelle 10: Einfluss von Leukozytenpopulationen in der 14. SSW auf das Geburtsgewicht. Die Berechnungen sind korrigiert
fiir die Einflussvariablen 1. Maternaler Body-Mass-Index und 2. Gestationsalter bei Geburt. ®nicht standardisierter Regressi-
onskoeffizient. ®standardisierter Regressionskoeffizient. “95% Kl= 95% Konfidenzintervall fiir den nicht standardisierten Re-
gressionskoeffizienten B
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Die in Tabelle 10 dargestellten Leukozytenpopulationen zeigen keinen signifikanten Einfluss auf das
Geburtsgewicht. Es lassen sich jedoch Tendenzen erkennen, die auf einen eventuellen inversen Ein-
fluss von CD3'CD16 CD56"" regulatorischen NK-Zellen (p = 0.055), klassischen Monozyten (p = 0.073)
und neutrophilen Granulozyten (p =0.096) sowie auf eine positive Assoziation zytotoxischer NK-

Zellen (p = 0.067)mit dem Geburtsgewicht schlieBen lassen.

Unabhingige Variable n B’ Standard: B 95% KI° p
fehler

Leukozytenscreening

CD45" Leukozyten log® 43 | 41.821 203.274 .028 -369.339 452.982 0.838
CD19°CD16 B 43 | -167.360 99.778 -217 -369.179 34.459 0.101
CD3" CD56" NKT 43 | -116.333 96.306 -.160 -311.131 78.464 0.234
CD3'CD56T 43 | -45.607 17.920 -321 -81.853 -9.361 0.015
cp4*cps’ 42 | -28.135 298.503 -.015 -632.422 576.152 0.925
CD3CD56" NK 43 | -32.865 85.395 -.054 -205.592 139.862 0.702
CD16 CD56" Regulatorische NK | 43 | -2.431 8.193 -.040 -19.004 14.141 0.768
CD16°CD56" Zytotoxische NK 43 | 2.566 6.698 .051 -10.982 16.115 0.704
CD3'CD56™" NK 43 | -1238.435 828.865 -.196 -2914.972 438.102 0.143
CD3'CD16 CD56"" Reg. NK 43 | -3.333 5.689 -.079 -14.841 8.175 0.561
CD3'CD16°CD56"" Zyt. NK 43 | 3.253 5.881 .074 -8.642 15.148 0.583
€D16°™cD14°™ Eosinophile 41 | 55.393 83.949 .092 -114.704 225.491 0.513
Monozyten 43 | -48.377 41.222 -.165 -131.757 35.003 0.248
Intermediire Monozyten 42 | 14.423 26.874 071 -39.980 68.826 0.595
Klassische Monozyten 43 | -10.078 13.840 -.107 -38.073 17.917 0.471
Nicht-klassische Monozyten 43 | 25.779 19.118 .190 -12.890 64.448 0.185
CD14°cD16"™ Neutrophile 43 | 22.929 11.285 .260 .103 45.754 0.049

Tabelle 11: Einfluss von Leukozytenpopulationen in der 24. SSW auf das Geburtsgewicht. Die Berechnungen sind korri-
giert fiir die Einflussvariablen 1. Maternaler Body-Mass-Index und 2. Gestationsalter bei Geburt. “nicht standardisierter Re-
gressionskoeffizient. bstandardisierter Regressionskoeffizient. “95% Kl= 95% Konfidenzintervall fiir den nicht standardisier-
ten Regressionskoeffizienten B. dlogarithmiert.

Es zeigt sich ein signifikanter Einfluss von CD3'CD56 T-Zellen auf das Geburtsgewicht (p = 0.015), wo-
bei erhéhte Zellkonzentrationen mit einem niedrigen Geburtsgewicht assoziiert sind (s. Tabelle 11).
Auch die CD14'CD16°™ neutrophilen Granulozyten beeinflussen das Geburtsgewicht signifikant
(p = 0.049) positiv.
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3.3.4 Hormone in Zusammenhang mit dem Geburtsgewicht

Auch zur Berechnung eines Einflusses der Hormone Progesteron, Ostradiol und Prolaktin wurden fiir

die 14. SSW (Tabelle 12) und die 24. SSW (Tabelle 13) Regressionsanalysen durchgefiihrt:

Unabhangige N . Standard- B 95% KI* .
Variable fehler

Progesteron (ng/ml) 42 -4.818 5.550 -129 -16.054 6.419 0.391
Ostradiol (pg/ml) 41 -.044 .048 -.127 -.142 .054 0.372
Prolaktin (ng/ml) 43 1.354 2.967 .063 -4.646 7.355 0.651

Tabelle 12: Einfluss von Hormonen in der 14. SSW auf das Geburtsgewicht. Die Berechnungen sind korrigiert fur die Ein-
flussvariablen 1. Maternaler Body-Mass-Index und 2. Gestationsalter bei Geburt. *nicht standardisierter Regressionskoeffi-
zient. "standardisierter Regressionskoeffizient. “95% Kl= 95% Konfidenzintervall fir den nicht standardisierten Regressions-
koeffizienten B.

Un?bhéngige N 9 Standard- B 95% KI° 0
Variable fehler

Progesteron (ng/ml) 42 4.548 4.268 .159 -4.091 13.188 0.293
Ostradiol (pg/ml) 43 .009 017 .077 -.025 .043 0.591
Prolaktin (ng/ml) 42 .859 1.054 115 -1.274 2.991 0.420

Tabelle 13: Einfluss von Hormonen in der 24. SSW auf das Geburtsgewicht. Die Berechnungen sind korrigiert fiir die Ein-
flussvariablen 1. Maternaler Body-Mass-Index und 2. Gestationsalter bei Geburt. *nicht standardisierter Regressionskoeffi-
zient. "standardisierter Regressionskoeffizient. “95% Kl= 95% Konfidenzintervall fiir den nicht standardisierten Regressions-
koeffizienten B.

Die gemessenen Hormone haben weder in der 14. noch in der 24. SSW einen signifikanten Einfluss

auf die abhangige Variable Geburtsgewicht.

3.3.5 Sonographische Parameter in Zusammenhang mit dem Geburtsgewicht

Unabhangige Variable n B Standard-fehler | B 95% KI® p
Kopfumfang (cm) 43 | -1.947 6.903 -.040 -15.910 12.015 0.779
Biparietaler Durchmesser

(cm) 43 | -13.756 19.401 -.098 -52.998 25.487 0.483
Bauchumfang (cm) 43 9.314 5.505 .235 -1.821 20.450 0.099
Femurldange (cm) 43 13.807 23.392 .081 -33.508 61.121 0.558
geschatztes Gewicht (g) 43 .739 .664 .158 -.605 2.083 0.273

Tabelle 14: Zusammenhang sonographisch ermittelter fetaler MaBe in der 24. SSW mit dem Geburtsgewicht. Die Berech-
nungen sind korrigiert fir die Einflussvariablen 1. Maternaler Body-Mass-Index und 2. Gestationsalter bei Geburt. “nicht
standardisierter Regressionskoeffizient. ®standardisierter Regressionskoeffizient. “95% Kl= 95% Konfidenzintervall fiir den
nicht standardisierten Regressionskoeffizienten B.

Anhand der in der 24. SSW erhobenen GrolRenparameter und des geschatzten Gewichtes (Tabelle 14)

Iasst sich kein signifikanter Zusammenhang mit dem Geburtsgewicht darstellen.
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Unabhangige Variable n B Standard- B 95% KI® P
fehler

A. umbilicalis PI° 43 -1026.958 418.983 -.304 -1874.431 -179.486 0.019
A. umbilicalis RI 43 -2300.592 1254.184 -.235 -4837.417 236.234 0.074
A.uterina links Pl 43 -262.855 304.670 -.116 -879.109 353.399 0.394
A.uterina links RI 43 -388.260 688.634 -.077 -1781.154 1004.634 0.576
A.uterina rechts Pl 42 -308.131 242.297 -.167 -798.635 182.373 0.211
A.uterina rechts Rl 43 -355.791 503.703 -.094 -1374.627 663.044 0.484

Tabelle 15: Zusammenhang dopplersonographisch ermittelter Durchblutungsparameter in der 24.
gewicht. Die Berechnungen sind korrigiert fir die Einflussvariablen 1. Maternaler Body-Mass-Index und 2. Gestationsalter

SSW mit dem Geburts-

bei Geburt. “nicht standardisierter Regressionskoeffizient. *standardisierter Regressionskoeffizient. “95% Kl= 95% Konfiden-

zintervall flr den nicht standardisierten Regressionskoeffizienten B.

Tabelle 15 stellt die Zusammenhdnge dopplersonographisch ermittelter Resistenz- und Pulsatilitats-

indices in der 24. SSW dar.

Der Pl der Nabelschnurarterie zeigt einen signifikanten inversen Zusammenhang mit dem Geburts-

gewicht (p =0.019), wahrend der Rl einen nicht signifikanten Trend in dieselbe Richtung erkennen

lasst (p = 0.074).
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4. Diskussion

4.1 Klinische Bedeutung der immunologischen Anpassung wahrend der 14. und

24. Schwangerschaftswoche

Wahrend einer Schwangerschaft finden im maternalen Organismus sowie auch an der feto-
maternalen Grenzzone standig immunologische Anpassungsvorgange statt, durch welche die best-
moglichen Wachstumsbedingungen fiir den Fetus erreicht werden sollen.

Die Auswertung der CD4" Zellpopulationen innerhalb der untersuchten Studienpopulation zeigte ei-
nen deutlichen Riickgang des Gesamtanteils an Lymphozyten im Verlauf des zweiten Trimenon der
Schwangerschaft. Dieses Anpassungsverhalten stimmt mit Beobachtungen anderer Publikationsar-
beiten Uberein. Bereits Valdimarsson et al. (1983) beobachteten eine Verminderung der Anzahl an
Lymphozyten im peripheren Blut schwangerer Frauen. Im Schwangerschaftsverlauf wurde ein konti-
nuierliches Absinken der Lymphozytenkonzentration bis zur 25.-28. SSW beobachtet, anschlieRend
stieg der Lympohozytenanteil an, um zum Zeitpunkt der Geburt fast das Level nicht-schwangerer
Frauen zu erreichen (Valdimarsson et al. 1983). Auch weitere Studien konnten einen generellen
Riickgang der Lymphozyten im peripheren Blut beobachten (Johnstone et al. 1994, Kihnert et al.
1998). Ein Absinken der Lymphozytenpopulation ldsst im Allgemeinen auf eine Reduzierung der im-
munologischen Kompetenz im Sinne einer Erregerabwehr schlieRen. Auch besteht die Moglichkeit,
dass durch das wahrend einer Schwangerschaft physiologisch erh6hte Zirkulationsvolumen eine Ver-
diinnung mit konsekutiver Lymphopenie besteht. Da jedoch in dieser Studie die CD4" Subpopulatio-
nen im Verhaltnis erhoht sind, ist es wahrscheinlicher, dass eine Verschiebung innerhalb der Kompar-
timente Blut und Gewebe besteht. Es ist beispielsweise denkbar, dass einzelne Subpopulationen vom
peripheren Blut in andere Gewebe wie beispielsweise Uterus und Plazenta oder in Lymphknoten
einwandern und dort eine lokale Immunmodulation bewirken, wihrend andere CD4" Lymphozyten in
der Peripherie verbleiben. (Johnstone et al. 1994).

In weiteren Vergleichen schwangerer und nicht schwangerer Frauen konnte gezeigt werden, dass die
Konzentration von Lymphozyten wahrend einer Schwangerschaft insgesamt deutlich erniedrigt ist,
wohingegen Leukozytenpopulationen im Verhaltnis starker aktiviert werden (Valdimarsson et al.
1983, Luppi et al. 2002).

Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit den Untersuchungen der hier vorliegenden Studie, in der
unter den CD4'CD45"-Leukozyten eine signifikante Vermehrung der Populationen festgestellt werden
konnte (p =0.0018). Diese identifizierte Gruppe von CD4'-Leukozyten ist jedoch nicht unterteilt in

Zellen mit einem Th1l oder Th2-Zytokinprofil. Somit ldsst sich nicht klar bestimmen, welche Art von
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Zytokinen durch diese Zellen produziert wird und ob die Adaptation des Immunsystems an dieser

Stelle schwangerschaftsprotektiv ausgerichtet ist.

Die regulatorischen T-Zellen mit den Unterpopulationen, die anhand der Oberflaichenmarker CD39,
CCR5 und CD62L identifiziert wurden, zeigten keine signifikante Veranderung im Verlauf des zweiten
Trimenons. Diese Beobachtungen stilitzen die Forschungsergebnisse von Somerset et al. (2004). Die
Arbeitsgruppe konnte einen signifikanten Anstieg der Konzentration regulatorischer T-Zellen nur im
Verlaufe des ersten Trimenons sowie im Vergleich mit nicht Schwangeren bei Menschen nachweisen.
Im zweiten Trimenon hingegen stellten sich konstant hohe Werte ein, die dann im dritten Timenon
bis zur Geburt nur leicht absanken. In dem in dieser Studie untersuchten Zeitraum, der das zweite
Trimenon widerspiegelt, zeigt sich eine konstante Konzentration der Tregs. Moglicherweise bedeutet
dies, dass die regulatorische Anpassungsreaktion durch Tregs vor allem zu Beginn der Schwanger-
schaft stattfindet und sich im zweiten Trimenon bereits ein stabiles hohes Konzentrationsniveau ein-

gestellt hat.

Neben der Erfassung der immunologischen Adaptation von CD4" Zellen sollte untersucht werden, ob
ein Zusammenhang zwischen Zellverteilungen und dem kindlichen Geburtsgewicht besteht. Im Rah-
men der multivariaten Regressionsanalysen konnte fiir CD4" Zellen jedoch kein signifikanter Zusam-
menhang ermittelt werden. Diese Ergebnisse sind vergleichbar mit Daten von Bartha und Comino-
Delgado (1999), die unterschiedliche Lymphozytensubpopulationen im Blut gesunder Schwangerer
mit Lymphozyten im Blut von Frauen, bei deren Feten eine intrauterine Wachstumsrestriktion vorlag,
verglichen. In diesen Untersuchungen fand sich in linearen Regressionsanalysen kein signifikanter Zu-
sammenhang zwischen CD4*-Lymphozyten und dem Geburtsgewicht. Dies konnte sowohl in den ge-
sunden Schwangerschaften, als auch bei Vorliegen einer IUGR festgestellt werden (Bartha und Comi-
no-Delgado 1999). Im Unterschied zu der hier vorliegenden Studie wurde das vendse Blut in der 38.-
39. SSW entnommen. Die Ergebnisse der durchgefiihrten Untersuchungen ergdnzen somit die vor-
handene Datenlage und zeigen, dass sich weder in der 14. noch in der 24. SSW die fetale Gesundheit
im Sinne eines erniedrigten Geburtsgewichtes anhand der Frequenz einzelner CD4*-Zellgruppen vor-

herbestimmen l&sst.

Aufgrund der geringen Datenlage beschéftigte sich eine aktuelle Studie von Raghupathy et al. (2012)
mit der Fragestellung, ob in Zusammenhang mit intrauteriner Wachstumsrestriktion eine erhéhte Ak-
tivitdt von CD4"-Zellen gefunden werden kann. Untersucht wurde humanes Blut kurz nach der Geburt
nach komplikationslosem Schwangerschaftsverlauf, sowie das Blut von Frauen mit IUGR-Kindern mit

und ohne plazentarer Dysfunktion. Hierbei wurde der Schwerpunkt nicht auf die Zellfrequenz, son-

44



Diskussion | Kapitel 4

dern auf deren Aktivitit gelegt. Es konnte gezeigt werden, dass die CD4'-Zellen in IUGR-
Schwangerschaften vermehrt die proinflammatorischen Zytokine IL 8 und TNFa produzieren, wohin-
gegen das antiinflammatorische Zytokin IL 13 vemindert sezerniert wird. Moglicherweise fihrt ein
Ungleichgewicht zugunsten proinflammatorischer Zytokine zu latenten Entziindungsreaktionen, die
endotheltoxisch wirken und die Spiralarterieninvasion beeintrachtigen oder zu Mikrothrombosierun-
gen beitragen (Raghupathy et al. 2012). Somit ware die Versorgung des Feten durch eine verminder-
te plazentare Durchblutung eingeschrankt. Diese Erkenntnisse bezlglich der Zellaktivitat konnten zu-
kiinftig bereits wahrend der friihen Schwangerschaft genutzt werden, um die zytotoxische Aktivitat
dieser Zellen neben der nichtinvasiven Ultraschalldiagnostik als Pradiktor fiir ein zu niedriges Ge-
burtsgewicht zu nutzen. In der hier vorliegenden Arbeit wurde der Schwerpunkt auf die Erfassung
von Zellfrequenzen gelegt. Auf die Messung zellularer Aktivitat wurde verzichtet, da die Messung von
Zytokinen im Serum haufig ungenau und weniger sensitiv als im Immunoessay ist. Auf diese Methode
wurde zudem aus finanziellen Griinden verzichtet. Da sich ein Anstieg der CD4"Zellen im Verlauf der
Schwangerschaft nachweisen liell, ware es interessant genauer zu eruieren, welche Zytokine haupt-
sachlich produziert werden. Diese Fragestellung kdnnte in weiterflihrenden Untersuchungen analy-

siert werden.

Kiihnert et al. (1998) beobachteten periphere CD8*-Lymphozyten des Menschen (iber den gesamten
Schwangerschaftsverlauf und fanden zu keinem Zeitpunkt eine signifikante Veranderung der prozen-
tualen Verteilung. Tallon et al. (1984) fanden ebenfalls einen konstant bleibenden Anteil von CD8"
Zellen wahrend des ersten und zweiten Trimenons, ein leichtes Absinken der Zellpopulation wurde
im dritten Trimenon beobachtet. Diese Ergebnisse stimmen lberein mit den in der vorliegenden Stu-
die untersuchten Daten.

Die Anpassung und das Verhalten von Subpopulationen der CD8- Zellen im Verlauf der Schwanger-
schaft sind bisher noch nicht wissenschaftlich beschrieben, vielmehr wurden Vergleiche mit CD8"-
Zellen nicht schwangerer Probandinnen angestellt. Hier wurde in einigen Studien ein genereller An-
stieg von CD8"-Zellen wihrend der Schwangerschaft gezeigt (Tallon et al. 1984, Rich et al. 1999, Luppi
et al. 2002). Rich et al. (1999) untersuchten zusatzlich Subpopulationen der CD8"-Zellen, die auch in
dieser Studie von Bedeutung sind. Im Rahmen einer gesunden Schwangerschaft sind die naiven T-
Zellen erhdht, wihrend die Gedichtnis-T-Zellen und die CD28"-Zellpopulationen prozentual vermin-
dert sind (Rich et al. 1999). CD28 ist ein Oberflichenmolekiil, das mit einer verstarkten Immunab-
wehr assoziiert ist. In Verbindung mit dem T-Zellrezeptor kann CD28 naive T-Zellen aktivieren und die
Produktion des proinflammatorischen Interleukin 2 induzieren. CD28 tragt damit zu verstarkter Im-
munabwehr und AbstoRung von Organen bei (Bour-Jordan und Bluestone 2002). Andererseits ber-

nimmt CD28 auch regulatorische Aufgaben hinsichtlich der Differenzierung eines Th2-gerichteten Zy-
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tokinmilieus. Dolfi et al. (2011) konnten in Mausversuchen zeigen, dass eine Blockade des Molekiils

CD28 zu einer erhéhten Apoptoserate in CD8"-Zellen fiihrt.

Die im Rahmen dieser Studie durchgefiihrten Regressionsanalysen zeigen signifikante Zusammen-
hinge zwischen zwei Unterpopulationen der CD8"-Zellen und dem Geburtsgewicht.

Unter Bericksichtigung der das Geburtsgewicht beeinflussenden Confoundervariablen ,maternaler
Body-Mass-Index” und ,Gestationsalter bei Geburt” lieBen sowohl die Populationen
CD8'CD27°CD28" Effector Memory 1 (p=0.025), als auch CD8'CD27°CD28 Effector Memory 2
(p=0.029) in der 14. SSW einen Zusammenhang mit dem Geburtsgewicht erkennen. EM1 zeigte
hierbei hohere Konzentrationen bei Muttern mit kleineren Kindern, EM2-Werte waren erhoht bei
héheren Geburtsgewichten.

Da diese CD8*-Subpopulationen hinsichtlich ihrer Funktion wahrend der Schwangerschaft noch recht
unbekannt sind, lassen sich zum jetzigen Zeitpunkt noch keine eindeutigen Aussagen lber die genaue
Funktionsweise und Einfluss auf den Schwangerschaftsverlauf machen. Tilburgs et al. (2010) fanden
heraus, dass EM1-Zellen zum Zeitpunkt der Geburt weniger , Effektor-Funktion” besitzen als EM2-
Zellen, welche Perforin und Granzym B exprimieren. Dies gilt jedoch vornehmlich fiir die untersuch-
ten Zellen des peripheren Blutes, wohingegen sich in der Dezidua eine verringerte Expression dieser
Proteine bei der gleichen Zellpopulation darstellte (Tilburgs et al. 2010). Es ist also davon auszuge-
hen, dass im Laufe der Schwangerschaft eine Migration peripherer Blutzellen in die feto-maternale
Grenzzone in der Plazenta stattfindet. Dies zeigt sich in der Tatsache, dass in phanotypisch gleichen
Zellen an unterschiedlichen Wirkungsorten des Kérpers deutliche Veranderungen in der Expression
ihrer Genprodukte nachzuweisen sind (Tilburgs et al. 2010).

Der positive Zusammenhang zwischen EM2-Zellen und einem erhéhten Geburtsgewicht, der in dieser
Studie gezeigt werden konnte, kénnte durch eine verdnderte Zytokinexpression in der Dezidua er-
klart werden. Wahrend dieser Zelltyp im peripheren Blut eine erhdohte Effektorfunktion aufweist,
konnte die Produktion von Perforin und Granzym B lokal durch bisher unbekannte Mechanismen
herabreguliert sein.

Andererseits ist es auch vorstellbar, dass die Zellen lokal trotz eines erhéhten zytotoxischen Potenti-
als keine schadlichen Auswirkungen auf den Fetus an sich haben, sondern eher die GefdRinvasion der
Spiralarterien beglinstigen, wie es auch bei uterinen NK-Zellen vermutet wird (Lissauer 2012). In die-
sem Rahmen waére eine antithrombotischer, vasodilatativer Einfluss dieser Zellen denkbar.

Die Ergebnisse in der hier vorliegenden Studie lassen vermuten, dass sich ein erhdhter Anteil von
EM2 Zellen im frihen zweiten Trimenon der Schwangerschaft protektiv auf die Entwicklung des Kin-

des im Sinne eines hoheren Geburtsgewichtes auswirken kdnnte.
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Im Vergleich der Leukozytenpopulationen der 14. und der 24. SSW fand sich ein signifikanter Riick-
gang der CD3" T-Zellen, der CD3'CD56'-NK, sowie der CD16°CD56" zytotoxischen NK-Zellen (s. Abbil-
dung 12). Diese Ergebnisse entsprechen den Erkenntnissen von Castilla et al. (1989), die ebenfalls ei-
nen deutlichen Riickgang von CD3"-und CD16"-NK-Zellen in menschlichem peripheren Blut feststell-
ten, insbesondere im zweiten Schwangerschaftsdrittel. Auch im Vergleich zu nicht schwangeren
Frauen l3sst sich im Blut Schwangerer ein erniedrigter Anteil peripherer NK-Zellen nachweisen (Dosi-
ou und Giudice 2005).

Uterine NK-Zellen spielen eine wichtige Rolle wahrend der Trophoblasteninvasion und der Ausbil-
dung und Entwicklung des plazentaren GefaRsystems (Moffett-King 2002). Sie haben eine geringe zy-
totoxische Aktivitat, es werden ihnen eher regulierende Eigenschaften zugesprochen.

Eine Messung vitaler uteriner NK-Zellen im Verlauf einer menschlichen Schwangerschaft ist mit heu-
tigen Methoden nicht moglich, diese kdnnen nur nach der Geburt oder in Abortmaterial analysiert
werden. In dieser vorliegenden Studie wurden daher die NK-Zellen des peripheren Blutes wahrend
der Schwangerschaft untersucht.

Im peripheren Blut herrschen CD16'CD56"-NK-Zellen vor, die auf Grund erhdhter IFNy-Produktion
dem Th1-Zytokinprofil zugerechnet werden (Moffett-King 2002). Wahrend einer Schwangerschaft
verringert sich neben dem prozentualen Anteil der NK-Zellen auch die IFNy-Produktion (Veenstra van
Nieuwenhoven et al. 2003, 2008).

Dass sich in der vorliegenden Studie die Anzahl dieser zytotoxischen NK-Zellen und der Gesamtzahl
der NK-Zellen zwischen der 14. und der 24. SSW verringert, unterstlitzt das Modell einer Th2-

gerichteten Anpassung des maternalen Immunsystems an eine Schwangerschaft.

Untersuchungen der Leukozytensubpopulationen ergaben einen signifikanten Zusammenhang zwi-
schen erhéhten CD3T-Zellen in der 24. SSW und einem erniedrigtem Geburtsgewicht (p = 0.015) (s.
Tabelle 11). Bartha und Comino-Delgado (1999) konnten in der 39. SSW keinen Unterschied in der
Verteilung von T-Zellen im Vergleich von gesunden und IUGR-Schwangerschaften finden. Es ist aller-
dings bekannt, dass CD3'56 T-Zellen Vorliuferzellen der zytotoxischen NKT-Zellen sind (Kiihnert et al.
1998, Lu und Negrin 1994). In dieser Studie konnte im Rahmen der physiologischen Schwangerschaft
ein signifikanter Riickgang der CD3'T-Zellen verzeichnet werden, der als schwangerschaftsprotektiv
gewertet werden kann. Zuséatzlich zu einer Veranderung der Populationsgrofle andern T-
Lymphozyten wahrend der Schwangerschaft auch ihr Verhalten beziiglich der Produktion von Zytoki-
nen. Das Gleichgewicht der Zytokinproduktion wird zugunsten eines Th2-gerichteten Profils verscho-
ben und kénnte so zur Toleranz des Fetus durch das mitterliche Immunsystem beitragen (Veenstra

van Nieuwenhoven et al. 2008).
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Nach den hier erhobenen Daten scheinen erhéhte CD3*-Spiegel im peripheren Blut mit bisher noch
unbekannten Mechanismen einen signifikanten negativen Einfluss auf die fetale Entwicklung gegen
Ende des zweiten Trimenon zu haben. Méglicherweise kommt es durch erhéhte CD3"-Spiegel zu ei-
ner konsekutiven Erhéhung zytotoxischer NKT-Zellen, wodurch das fetale Wachstum beeintrachtigt
wird. Um dieses Effekt nachzuweisen, missten zusatzlich die NKT-Populationen im dritten Trimenon
untersucht werden.

dim

Uberraschenderweise zeigen die Ergebnisse, dass CD14'CD16°™ neutrophile Granulozyten in signifi-
kantem positiven Zusammenhang mit dem Geburtsgewicht stehen. Dies bedeutet, dass nach den Be-
rechnungen ein hoheres Geburtsgewicht mit einer erhéhten Anzahl an neutrophilen Granulozyten in
der 24. SSW einhergeht (p = 0.049). Wie Monozyten gehoéren die Granulozyten dem angeborenen
Immunsystem an, das vornehmlich die Aufgabe der unspezifischen Erregerabwehr hat.

Sacks et al. (1999) konnten zeigen, dass wahrend der humanen Schwangerschaft eine Aktivierung
von Monozyten und Granulozyten stattfindet. Der Aktivierungsgrad wurde in dieser Studie anhand
von reaktiven Sauerstoffspezies wie Wasserstoffperoxid gemessen. Nicht schwangere Frauen zeigten
eine signifikant niedrigere Aktivitat dieser Zellen. Interessanterweise zeigten Vergleichsgruppen mit
praeklamptischen Schwangerschaften und septischen Patientinnen ebenfalls eine Aktivierung dieser
Zellen, allerdings in einer starkeren Auspragung (Sacks et al. 1999). Auch Kihnert et al. konnten ei-
nen signifikanten Granulozytenanstieg im Rahmen von physiologischen Schwangerschaften feststel-
len. Die héchsten Konzentrationen wurden dabei zwischen der 24. und der 35. SSW gemessen Kiih-
nert et al. 1998).

Veenstra van Nieuwenhoven et al. (2003) fihren mogliche Mechanismen an, durch die eine Aktivie-
rung des angeborenen Immunsystems induziert werden kann: Schwangerschaftshormone wie Pro-
gesteron oder Ostradiol kénnten die Aktivitit von Granulozyten und Monozyten beeinflussen. Die
Datenlage zu dieser Theorie ist bisher noch gering, wobei Progesteron und Ostradiol eine monozyta-
re Zytokinproduktion zu beglinstigen scheinen.

Ebenfalls denkbar ist eine Aktivierung der Granulozyten und Monozyten wahrend der Zellpassage
durch die Plazenta.

Ein weiterer moglicher Mechanismus konnte darin bestehen, dass Zellen oder Zellfragmente des
Trophoblasten permanent in die maternale Blutzirkulation abgegeben werden, wodurch Granulozy-

ten und Monozyten direkt aktiviert werden (Veenstra van Nieuwenhoven et al. 2003).

In welcher Weise diese Aktivierung der angeborenen Immunabwehr auf das Ergebnis der Geburt, im
Speziellen auf das Geburtsgewicht Einfluss nimmt, ist bisher noch wenig untersucht. Denkbar sind

Mechanismen, welche die Trophoblasteninvasion und die Anpassung der Spiralarterien unterstiitzen
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und somit zu einer verbesserten Sauerstoff- und Nahrstoffversorgung des Feten beitragen. In der
hier vorliegenden Studie wurde hauptsachlich die Verteilung der unterschiedlichen Zellpopulationen
ermittelt. Der reine prozentuale Anteil an einzelnen Zellpopulationen ist jedoch nicht gleichbedeu-
tend mit dem Aktivitatsgrad dieser Zellen, hierfiir miissten spezifische Aktivitdtsmarker oder die Zy-
tokinproduktion nach Zellstimulation gemessen werden.

Ob ein hoher Anteil von Granulozyten in der 24. SSW tatsachlich als Pradiktor fiir ein hohes Geburts-
gewicht herangezogen werden kann, sollte in weiterfliihrenden Studien mit mehr Studienteilnehme-

rinnen Uberprift werden.

4.2 Klinische Bedeutung der hormonellen Anpassung wahrend der 14. und 24.

Schwangerschaftswoche

Ein signifikanter Anstieg der hier untersuchten Hormone Progesteron, 17-B-Ostradiol und Prolaktin
ist typischerweise im Verlauf einer Schwangerschaft vorzufinden (Freemark 2010). Dies wurde auch
in der vorliegenden Studie fur die Zeit zwischen der 14. und der 24. SSW ermittelt.

Ein Zusammenhang zwischen den ermittelten Hormonkonzentrationen und dem Geburtsgewicht
konnte flr keines der Hormone gezeigt werden.

Von einem &dhnlichen Ergebnis berichten Mucci et al. (2003) in einer prospektiven Geburtenstudie an
kaukasischen Frauen. Die Wissenschaftler untersuchten peripheres Blut hinsichtlich der Hormonkon-
zentrationen von Progesteron, 17-B-Ostradiol (E2), Prolaktin und weiteren Hormonen wihrend der
16. und der 27. SSW. Wie in der hier vorliegenden Studie konnte keine signifikanter Zusammenhang
zwischen der Konzentration eines der drei Hormone und dem Geburtsgewicht oder anderen Parame-
tern wie dem plazentaren Gewicht oder der kindlichen Kérperlange bei Geburt nachgewiesen wer-
den (Mucci et al. 2003).

Die Beurteilung der Hormonwerte in der vorliegenden Studie erfolgte ohne Beriicksichtigung der zir-
kadianen Rhythmik, da eine Blutentnahme immer zur gleichen Uhrzeit aus organisatorischen Griin-
den nicht durchfiuhrbar war.

Aus den Berechnungen dieser Studie lasst sich schlieRen, dass unter den gegebenen Bedingungen
weder die Serumkonzentrationen von Progesteron, Ostradiol oder Prolaktin in der 14. oder 24. SSW
als Indikator fiir die Risikoberechnung eines erniedrigten Geburtsgewichtes geeignet sind. Das Er-

gebnis von Mucci konnte damit bestatigt werden.
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4.3 Klinische Bedeutung dopplersonographischer Untersuchungen wahrend der

24. Schwangerschaftswoche

Die Dopplersonographie der uterinen Arterien und der Nabelschnurarterien ist ein wichtiges Hilfsmit-
tel, um wahrend der Schwangerschaft auf nicht invasive Weise einen Status der Blutversorgung der
Plazenta und des Feten zu erheben. Bis zur 24. SSW ist der histologische Umbau und Adaptationsvor-
gang der Spiralarterien vollzogen. Physiologischerweise steigt der Blutfluss zur Plazenta stetig an,
wahrend die Widerstdande der Spiralarterien abnehmen (Stampalija et al. 2010). Dieser verringerte
Widerstand spiegelt sich in einer erleichterten Blutzufuhr durch die Aa. Uterinae in Richtung Uterus
wider. Ein frihdiastolisches Notching, das in der 24. SSW persistiert, ist mit Pathologien wie Prae-
klampsie und IUGR assoziiert (Harrington et al. 1996, Cnossen et al. 2008). In der hier vorliegenden
Studie wurde zum Zeitpunkt der 24. SSW bei keiner Studienteilnehmerin ein Notching in der Darstel-
lung der Dopplerflusskurven festgestellt. Die Widerstandsindizes Pl und Rl der uterinen Arterien wie-
sen keine Differenzen im Mittelwert bezlglich der untersuchten Korperseite (links oder rechts) auf.
Auch traten im Verlauf der Studie bei keiner Teilnehmerin schwangerschaftsassoziierte Komplikatio-
nen wie Praeklampsie oder eine intrauterine Wachstumsrestriktion auf.

Die Ergebnisse der Regressionsanalysen zeigen, dass die untersuchten Widerstandindizes der Arte-
riae uterinae in der 24. SSW keinen signifikanten Zusammenhang mit dem Geburtsgewicht aufwei-
sen.

Es fand sich jedoch ein inverser signifikanter Zusammenhang zwischen dem Pl der Umbilikalarterie
(p =0.019), und auch der Rl lasst einen Trend in dieselbe Richtung erkennen, ohne jedoch signifikant
zu werden (p = 0.074). Dies bedeutet, dass niedrige Widerstdande in der Arteria umbilicalis mit einem
héheren Geburtsgewicht einhergehen. Niedrige Widerstande sind das Zeichen eines uneingeschrank-
ten fetoplazentaren Blutflusses, wahrend hohe Widerstande auf Veranderungen im plazentaren Ge-
faBbett mit verringerter Durchblutung schlieBen lassen (Graf et al. 2012). Es lasst sich somit festhal-
ten, dass umbilikale Widerstandsparameter, welche in der 24. SSW der physiologischen Schwanger-
schaft erfasst werden, eine pradiktive Bedeutung fiir das kindliche Geburtsgewicht haben. Fir die
klinische Anwendung ist es bedeutsam, ob die therapeutischen Manahmen, welche nachfolgend auf

eine Screeninguntersuchung folgen, von Vorteil fir die perinatale Gesundheit sind.

Die Autoren Stampalija et al. (2010) und Alfirevic et al. (2010a, 2010b) analysierten eine groRe Anzahl
an Studien beziiglich des Einsatzes von dopplersonographischen Untersuchungen in der Schwanger-
schaft und deren Einfluss auf die perinatale Kindesgesundheit. Die fetale perinatale Gesundheit
schloss unter anderem die intrauterine Wachstumsrestriktion sowie das Geburtsgewicht mit ein. Die

untersuchten Schwangeren wurden in den meisten Studien in zwei Risikogruppen eingeteilt, entwe-
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der Hochrisiko-Schwangerschaften (Alfirevic et al. 2010a) oder Schwangerschaften mit erniedrigtem
Risiko (Alfirevic et al. 2010b). Der Hochrisikogruppe wurden Schwangere zugerechnet, die korperli-
che Voraussetzungen mitbrachten, welche eher mit einer erhéhten perinatalen Mortalitat einherge-
hen. Dazu gehorten Frauen mit Diabetes, chronischer Hypertonie oder Praeklampsie, Herz- und Nie-
renerkrankungen sowie Thrombophilie (Alfirevic et al. 2010a). Das Ergebnis zeigt, dass eine Verbes-
serung der maternalen sowie der fetalen perinatalen Gesundheit durch eine im zweiten Trimenon
durchgefiihrte dopplersonographische Untersuchung der uterinen GefalRe (Stampalija et al. 2010)
und der Umbilikalarterie nur in der Gruppe der Hochrisikoschwangerschaften zu erkennen ist. Diese
Verbesserung ist hierbei bedingt durch die aufgrund von pathologischen Doppler-Ergebnissen durch-
geflihrte geburtshilfliche Therapie, beispielsweise durch die Gabe von niedrig dosierter Acetylsalicyl-
saure (ASS). Unter den Schwangeren, die der Gruppe mit erniedrigtem Risiko angehoren, zeigte sich
keine Verdanderung der perinatalen Komplikationsrate nach durchgefiihrter dopplersonographischer
Untersuchung und konsekutiver Behandlung im Vergleich zu Frauen, bei denen keine Ultraschalldi-
agnostik durchgefiihrt wurde.

Es ist allerdings laut einer aktuellen Analyse von Roberge et al. (2013) von Bedeutung, zu welchem
Zeitpunkt ein therapeutisches Verabreichen von Acetylsalicylsdure erfolgt. Eine Verbesserung der fe-
talen Gesundheit wird demnach vor allem bei einer ASS-Gabe noch vor Beendigung der plazentaren
GefaBmodellierung statt, wobei hier die Zeit vor der 16. SSW als optimales Zeitfenster beschrieben

wird.

4.4 Reflektion der Methodik und der Ergebnisse

Die Mechanismen zu verstehen, welche sich in einem so komplexen Zustand wie der Schwanger-
schaft zwischen Mutter und Kind abspielen, ist das Ziel vieler Forschungsvorhaben. In humanen Stu-
dien wird eine Limitierung dadurch erreicht, dass es mit heutigen Untersuchungsmethoden nicht
moglich ist, vitale Zellpopulationen direkt an der feto-maternalen Ubergangszone zu untersuchen.

Es kann jedoch auch durch periphere Zellen eine Vielzahl an Informationen gewonnen werden, die
Auskunft Gber den maternalen Adaptationsprozess wahrend der Schwangerschaft geben. Diese Stu-
die gibt einen Uberblick tiber die Anpassung verschiedenster Zellpopulationen in der 14. und der 24.
SSW.

Die Anzahl der miteinander verglichenen Probandinnen ist hinsichtlich der Zellanalyse nicht immer
gleich. Dies hat zum Teil labortechnische Griinde, zum Teil wurden auch einzelne Werte aus den Re-
gressionsanalysen ausgeschlossen, wenn es sich um einzelne statistische Ausreiller handelte.
Aufgrund der verhaltnismaRig geringen Anzahl an Probandinnen (n=44) wurde jedoch darauf geach-
tet, dass immer nur die notwendige Anzahl an Patientinnen ausgeschlossen wurde. In den meisten

Analysen waren die Variablen jedoch normalverteilt.
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Das Gestationsalter bei Geburt sowie der maternale BMI wurden aufgrund der deutlichen Beeinflus-
sung des Geburtsgewichtes in die Berechnungen mit einbezogen. Da beispielsweise die Raucherinnen
(n=2) und die Schwangere mit verfrihter Geburt vor der 37. SSW (n=1) zu kleine Gruppierungen dar-
stellten, um als Einflussgrofen oder eigene Gruppen in die Berechnungen einbezogen zu werden,
wurden die betreffenden Probanden aus der Studie ausgeschlossen.

Bei der Hormonmessung konnte die zirkadiane Rhythmik aus organisatorischen Griinden nicht ein-
gehalten werden. Auch neuroendokrine Mechanismen wurden in der Studie nicht untersucht. Inwie-
fern sich dies auf die Konzentration der jeweiligen Hormone wahrend der Schwangerschaft auswirkt,

ist ein sehr komplexes Themengebiet, welches hier nicht beriicksichtigt werden konnte.

Insgesamt scheint es aufgrund der relativ kleinen Zahl der Studienpopulation sinnvoll, die Ergebnisse
anhand einer gréReren Fallzahl zu Gberprifen. Es ware dann auch sehr interessant zu untersuchen,
ob zwischen den einzelnen Variablengebieten wie Immunzellen, Hormonen und Durchblutung Inter-
aktionskreislaufe vorhanden sind. Kausale Zusammenhange konnten in der vorliegenden Studie we-

gen der wenigen Studienteilnehmerinnen nicht mit Sicherheit nachgewiesen werden.

4.5 Schlussfolgerung und Ausblick

Die vorliegende Studie gibt einen Einblick in die Adaptationsvorgange des peripheren zellularen Im-
munsystems sowie die hormonelle Anpassung gesunder schwangerer Frauen an die Schwanger-
schaft.

Es konnten signifikante Abnahmen der Konzentrationen von Lymphozyten, CD3"-T-Zellen, NK-Zellen
und deren Subpopulation zytotoxische NK-Zellen, sowie die Zunahme von CD4*-Leukozyten zwischen
der 14. und der 24. SSW beobachtet werden. Wie zu erwarten, zeigten auch die analysierten Hormo-
ne Progesteron, Ostradiol und Prolaktin einen deutlichen Anstieg in diesem Zeitraum.

Ein signifikanter Zusammenhang mit dem kindlichen Geburtsgewicht konnte anhand der durchge-
fiihrten Regressionsanalysen in der 14. SSW fiir die CD8"-Subpopulationen Effector Memory 1 (EM1)
und Effector Memory 2 (EM2) gefunden werden, hierbei ist der Zusammenhang mit EM1-Zellen in-
vers und mit den EM2- Zellen positiv.

In der 24. SSW zeigten ebenfalls EM1, sowie CD3" T-Zellen und neutrophile Granulozyten und der so-
nographisch gemessene Widerstandsindex PI einen signifikanten inversen Zusammenhang mit dem
Geburtsgewicht. Die weiteren untersuchten Zellpopulationen und Hormone sind in dieser Untersu-
chung nicht signifikant mit dem Geburtsgewicht assoziiert.

Somit lasst sich festhalten, dass in dieser Studie Parameter identifiziert werden konnten, die schon
friihzeitig in der Schwangerschaft ein erhdhtes Risiko fiir ein erniedrigtes Geburtsgewicht erkennen

lassen. Um eine Empfehlung fiir die Erfassung der genannten Parameter im klinischen Alltag ausspre-

52



Diskussion | Kapitel 4

chen zu kénnen, sollten die ermittelten Ergebnisse in einer gréReren Studie erneut untersucht und
verifiziert werden. Die sonographische Diagnostik der uterinen Arterien und der UmbilikalgefaRe sind
bereits jetzt gdngige Methoden im klinischen Alltag und die Erfassung der umbilikalen Wider-
standsparameter in der 24. SSW hat einen pradiktiven Wert fiir das kindliche Geburtsgewicht. Da die
Anpassung und der Umbau der plazentaren GefdlRe mit der 24. SSW weitestgehend abgeschlossen
sind, waren Untersuchungen zu friheren Zeitpunkten der Schwangerschaft sehr interessant, zumal
zu diesem Zeitpunkt therapeutisch, beispielsweise durch die Gabe von niedrig dosierter Acetylsalicyl-
saure, eingegriffen werden kann. Diese MaRnahme scheint insbesondere vor der 16. SSW einen the-
rapeutischen Effekt auf die perinatale Gesundheit und das Geburtsgewicht zu haben (Roberge et al.
2013).

AbschlieBend sollte festgehalten werden, dass es sich bei der in dieser Studie untersuchten Populati-
on um gesunde schwangere Frauen handelt, bei denen kein komplizierter Schwangerschaftsverlauf
anzunehmen war. Es ist daher abzuwéagen, welcher Nutzen fiir die Frauen und Kinder durch aufwan-
dige diagnostische MalRnahmen zu erwarten ist. Es ist anzunehmen, dass wenn sich im Rahmen von
Bluttests oder Ultraschalluntersuchungen auffillige Befunde ergeben, dies fir die an sich gesunde
Schwangere mit einer psychischen Verunsicherung und Beunruhigung verbunden ist, die durch ver-
starkte Uberwachung und eventuelle Krankenhausaufenthalte noch gesteigert werden kann. Diese
Stressbelastung konnte wiederum Auswirkungen auf immunologische und hormonelle Stoffwechsel-
vorgange haben.

Eine Uberpriifung der vorliegenden Ergebnisse in einem gréReren Studienkollektiv wird demnach

empfohlen.
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5. Zusammenfassung

Ein erniedrigtes Geburtsgewicht ist mit einer erhéhten perinatalen Morbiditat, sowie dem Risiko fir
metabolische, allergische und psychiatrische Erkrankungen im spateren Leben eines Menschen asso-
ziiert. In der vorliegenden Studie wurden maternale Anpassungsmechanismen wahrend der Schwan-
gerschaft zu den Zeitpunkten der 14. und der 24. SSW untersucht und es wurde analysiert, anhand
welcher Parameter sich ein Risiko fiir ein erniedrigtes Geburtsgewicht berechnen lasst.

Im Rahmen einer prospektiven Studie an 44 gesunden schwangeren Frauen erfolgten periphere ve-
nose Blutentnahmen in der 14. und der 24. SSW, sowie eine sonographische Erfassung fetaler Kor-
permalie und eine dopplersonographische Untersuchung der Aa. unterinae und der A. umbilicalis in
der 24. SSW. Im Blut wurde eine Vielzahl an CD4"-, CD8"-Zellpopulationen und Leukozytenpopulatio-
nen bestimmt. AuRerdem wurden die Konzentrationen der Hormone Progesteron, Ostradiol und
Prolaktin im maternalen Serum analysiert.

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen zeigen deutliche Abnahmen der Konzentrationen von Lym-
phozyten, CD3" T-Zellen, zytotoxischen sowie gesamt-NK-Zellen sowie eine Zunahme der CD4" Leuko-
zyten und der Hormone Progesteron, Ostradiol und Prolaktin zwischen der 14. und der 24. SSW. Die-
se Entwicklungen sprechen fiir eine Anpassung des peripheren maternalen Immunsystems an die
Schwangerschaft in Richtung eines schwangerschaftsprotektiven Zytokinmilieus. Im Zusammenhang
mit einem erhdhten Geburtsgewicht zeigten lieRen sich bereits in der 14. SSW erhohte Effector Me-
mory 2 Zellen (EM2), sowie in der 24. SSW erhéhte neutrophile Granulozyten nachweisen. Einen sig-
nifikanten inversen Zusammenhang mit dem Geburtsgewicht zeigten in der 14. SSW die CD8" Effec-
tor Memory 1 Zellen (EM1) sowie in der 24. SSW die CD3" T-Zellen. Auch zeigen die Ergebnisse einen
signifikanten Zusammenhang zwischen erhéhten Widerstanden der Umbilikalarterie in der 24. SSW
und einem in der Folge erniedrigtem Geburtsgewicht.

In der vorliegenden Studie konnten somit immunologische und hormonelle Anpassungsmechanismen
gesunder Schwangerer nachgewiesen werden. AuRerdem wurden Parameter identifiziert, mit deren
Hilfe sich Risiken fir ein erniedrigtes Geburtsgewicht bereits in der 14. Und 24. SSW erkennen lassen.
Bevor diese Parameter jedoch im klinischen Alltag Anwendung finden, sollten die Erkenntnisse dieser

Arbeit in einer groReren Studienpopulation verifiziert werden.
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