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1. Einleitung

Die Fruhgeburt ist eine der wichtigsten klinischen Herausforderungen in der
perinatalen Medizin.

6-15% aller Schwangerschaften enden vorzeitig mit einer Frihgeburt, welche in
den entwickelten Landern die wichtigste Ursache der perinatalen Morbiditat und
Mortalitat ist (Slattery et al, 2002).

In den letzten Jahren ist die Inzidenz in den meisten europaischen Landern und
in den USA mit 6-10% trotz aller Bemihungen konstant geblieben (Keirse,
1995).

Traditionelle Methoden um eine drohende Frihgeburt zu erkennen wie die
geburtshilfliche Anamnese, Analyse der soziodemographische Faktoren, der
klinische Untersuchungsbefund, vorzeitige Wehentétigkeit im CTG und
verschiedene Risikoscores, bei denen Anamnese und klinische Symptomatik
zusammengefasst werden, haben eine geringe Sensivitdt und Spezifitat
(Mercer et al, 1996).

So ist es besonders wichtig die Mechanismen, die dem Geburtsbeginn beim
Menschen zugrunde liegen und noch weitgehend unbekannt sind, zu
untersuchen. Verschiedene Arbeitsgruppen fahnden in den letzten Jahren nach
neuen Markern, die das Fruhgeburtsrisiko anzeigen kénnen. Die mdglichen
Entstehungsursachen einer Frihgeburt und die damit in Zusammenhang
stehenden Marker wurden 1998 von Lockwood zusammengefasst (Lockwood
and Kuczynski, 1998). Nach seinem hypothetischen Modell sind mégliche
Ursachen einer Frihgeburt die Aktivierung der mutterlich-fetalen Hypophysen-
Hypothalamus-Nebennieren-Achse, die Infektion, die deziduale Blutung und die
pathologische Dehnung der Gebarmutter.

Neben der Funktion des Corticotropin Releasing Hormons als Triggersubstanz
fur die vorzeitige sowie fur die rechtzeitige Geburtsauslosung (Majzoub et al,
1999), sollen eine wesentliche Rolle bei der Regulation der
Gebarmutterkontraktionen und der Muttermundser6ffnung unter der Geburt die

Konzentrationsverdnderungen von Estrogenen und Progesteron spielen.



Die Wirkung der Estrogene und des Progesterons in den Zielzellen wird
hauptséachlich Gber die Bindung mit ihren Rezeptoren erreicht (Gronemeyer,
1992). Demzufolge konnten die Veranderungen der Estrogen- und
Progesteronkonzentrationen im Gewebe des Uterus eine wichtige Rolle bei der
Regulation der Gebarmutterkontraktionen und der Muttermundser6ffnung unter
der Geburt spielen.

1984 untersuchten Khan-Dawood die Sexualsteroid-Rezeptor Konzentrationen
im unteren Uterinsegment am Termin vor Geburtsbeginn (Khan-Dawood,
1984). Padayachi und seine Mitarbeiter mafRen und verglichen die Estrogen-
und Progesteron- Rezeptor- Konzentrationen bei nicht schwangeren Frauen, in
der frihen Schwangerschaft und bei Termingeburt (Padayachi et al, 1987,
1990). Die Arbeitsgruppe von Stjernholm untersuchten diese im Gewebe der
Zervix von schwangeren Frauen unmittelbar vor der Geburt und postpartal und
verglichen diese mit den Konzentrationen im Zervixgewebe von nicht
schwangeren Frauen (Stjernholm et al 1996, 1997).

Ein Vergleich der Progesteron-Rezeptor-Konzentrationen bei Patientinnen mit
Oxytozin-resistenter Wehenschwache mit Patientinnen bei normaler
Wehentatigkeit und vor Beginn der Wehen zeigte erniedrigte Konzentrationen
in der ersten Patientinnengruppe (Rezapour et al, 1997).

Untersuchungen der Estrogen- und Progesteron-Rezeptor- Konzentrationen im
unteren Uterinsegment in Abhéngigkeit von der Muttermundsweite unter der

Geburt liegen bislang noch nicht vor.

1.1 Lokalisation und Aufbau der Rezeptoren

1.1.1 Estrogenrezeptoren

Estrogene erreichen ihre Wirkung Uber die Interaktion mit den zwei ER-
Subtypen, die zur Familie der Nuklearrezeptoren gehéren (Mangelsdorf et al,
1995). Es sind zwei Estrogenrezeptoren bekannt, der ,klassische” ER-a der
1987 entdeckt wurde (Koike et al, 1987) und der ER-R3, der weit spater erstmals
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beschrieben wurde (Kuiper et al 1996). Verschiedene Isoformen des ER-3
wurden seitdem gefunden: ER-R2, ER-RBcx und ER-B- Varianten, die sich nur
gering in der DNA-bindenden Domé&ne unterscheiden (ER-31383 und ER-[3283)
(Moore et al, 1998, Warner et al, 1999).

Der Rezeptor ist in vier strukturell verschiedene, funktionelle Domanen
aufgeteilt: die N-terminale A/B-Region, welche die Aktivationsfunktion 1 (AF-1)
beinhaltet und fir die Transkription verantwortlich ist; die DNA-bindende
Domane, welche die spezifische DNA-Bindung vermittelt und C-Region
genannt wird; die wenig charakterisierte D-Domane und die Liganden-
bindende-Doméne, welche den Ligandenbindungsplatz, die Aktivationsfunktion
2, beinhaltet und Platz fur die Bindung der Kofaktoren und Interaktion mit den
Hitzeschockproteinen erlaubt (Weihua et al., 2003).

Beide Estrogenrezeptoren sind estrogenabhangige
Nukleartranskriptionsfaktoren, welche verschiedene Gewebeverteilungen
aufweisen und verschiedene Transkriptions-Regulations-Effekte auf eine grol3e
Anzahl an Zielgenen besitzen. Die Gene der zwei Rezeptoren sind auf
verschiedenen Chromosomen codiert und dies bedeutet, dass es sich nicht um
»oplicing® Varianten handelt, sondern um voneinander unabhangige
Rezeptoren.

Der ER-a befindet sich vorwiegend in Uterus, Zervix, Vagina und Ovarien.
Jedoch findet man den ER-a auch in Mamma, Hypothalamus, Testis, Leber,
Milz, Herz und Skelettmuskulatur (Kuiper et al, 1996,Couse et al, 1999). Der
ER-B befindet sich vorwiegend in der Prostata und in den Ovarien, mit
geringerer Exprimierung in der Lunge, im Gehirn, den Knochen und Gefal3en.
Viele Zellen exprimieren sowohl ER-a als auch ER-.

In der Zervix wurden beide Rezeptoren nachgewiesen (Wang, 2000).

Beide Rezeptoren werden von einem Liganden aktiviert und steigern oder
reduzieren so die Transkription der Zielgene. Nach dem Eindringen des
Hormons durch Diffusion Uber die Zellmembran, bindet dieses an den ER im
Kern. Es folgt ein Strukturwandel des Rezeptors und es bilden sich Dimere.
Diese binden an die spezifische DNA Sequenz in den Regulationszentren der
Zielgene und modulieren deren Transkription (Parker, 1995, Murdoch et al,
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1991). Neben dem Liganden-abhangigen, klassischen Transduktionsweg,
wurde auch eine schnelle, direkte Wirkung des 17p- Estradiols beschrieben,
welche durch direkte Interaktion des Liganden mit DNA-gebundenen
Transkriptionsfaktoren stattfindet (Sukovich et al, 1994).

Die Estrogenrezeptoren konnen jedoch auch Liganden-unabhangig uber
Veranderungen von zellularen Kinasen und Phosphatasen aktiviert werden
(Weigel and Zhang, 1998).

1.1.2 Progesteronrezeptoren

Die meisten physiologischen Effekte des Progesterons werden tUber den PR
vermittelt.

Der Progesteronrezeptor gehort ebenfalls zur Familie der Nuklearrezeptoren
und teilt sich  mit ihnen strukturelle Ahnlichkeiten und Domanen mit
Schlusselfunktion (Tsai and O’malley, 1994, Evans, 1988). Der PR besitzt wie
alle Nuklearrezeptoren drei Hauptdoménen. Die Liganden-bindende Domaéane
bestimmt den spezifischen Liganden, der die Aktivierung der Transkription
reguliert. Die DNA-bindende Domane bestimmt, welche DNA-Sequenz vom
Rezeptor erkannt wird, wahrend die aktivierende Domé&ne die Aktivierung der
Transkription des Rezeptors auf den Transkriptionskomplex des Kernes
Ubertragt (Ribeiro et al, 1995).

Der PR ist auf einem Gen kodiert und es existieren verschiedene Isoformen,
von denen bisher der PR A, PR B und der PR C beschrieben worden sind.

Die PR A Isoform unterscheidet sich von der PR B Isoform durch das Fehlen
der ersten 164 Aminosduren, wobei die PR C eine noch kleinere Isoform ist,
welche von einer verkirzten DNA-bindenden Doméne und einer vollkommenen
ligandenbindenden Domane charakterisiert ist (Wei et al, 1996).

Die Aktivierung der PR kann sowohl ligandenabhéngig als auch
ligandenunabhangig  geschehen. Wahrend des ligandenabhangigen
Mechanismus wird der Rezeptor durch Binden des Liganden an die
ligandenbindende Doméne aktiviert. Es kommt zu einer

Konformationsanderung, die eine Dimerisierung des Liganden- Rezeptor-
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Komplexes bedingt und die Translokation in den Kern erlaubt. Die
entstandenen Rezeptor-Dimere binden dann an hormonabhangige DNA-
Elemente in der Promotorregion der Zielgene, deren Transkription so initiiert
wird (Tsai and O’malley, 1994).

Die Aktivierung des Rezeptors ohne die Bindung eines Liganden kann Uber

eine Vielzahl verschiedener Signalwege geschehen (Lee et al, 2006).

1.2 Wirkungen der Hormone

1.2.1 Estrogene

Die Estrogene sind neben den Gestagenen die wichtigsten weiblichen
Geschlechtshormone.

Die Estrogenproduktion findet wahrend der Follikelphase hauptséchlich in
Theka- und Follikelepithelzellen und wahrend der Lutealphase in den Zellen
des Corpus luteum statt. Neben der Bildung in den Ovarien werden Estrogene
wahrend der Schwangerschaft von der Plazenta produziert und in geringen
Mengen in der Nebennierenrinde und auch in den Leydig-Zellen des Hodens
gebildet.

Das wichtigste und physiologisch am starksten wirksame Estrogen ist das 17-
B-Estradiol. Durch Aromatisierung von Androgenen am A- Ring und durch
Abspalten eines Methylrestes kdnnen aus Androgenen Estrogene entstehen.
Die Bildung von Estrogenen wird durch das follikelstimulierende Hormon
stimuliert. Die biologische Halbwertszeit betragt ca. 60-90 Minuten. Alle
Vorgange der weiblichen Reproduktion werden durch Estrogene und
Gestagene gesteuert, wobei im Allgemeinen zunachst Estrogene wirksam
werden (Estrogen-Priming). Noch wahrend der Menstruation nimmt die
Estrogenausschuittung durch das Ovar zu. Sie erreicht maximale Werte kurz
vor der Ovulation und in der Mitte der 2. Zyklushélfte. Nach dem 22. Zyklustag

kommt es dann zu einem starken Abfall.



HO

Abb. 1. Chemische Strukturformel des 17(3-Estradiols

Wahrend der Follikelphase ist die Estrogenwirkung darauf ausgerichtet, die
Follikel zur Reifung zu bringen und auf die Ovulation vorzubereiten. Dabei
wirken sie synergistisch mit FSH. Insgesamt haben Estrogene in der
Follikelphase einen positiv regelnden Einfluss auf die Hypophyse und auf das
Ovar selbst. In der Hypophyse fordern sie die Abgabe von Gonadotropin, értlich
erhdhen sie die Ansprechbarkeit der Granulosazellen auf FSH und LH durch
Ausbildung entsprechender Rezeptoren in diesen Zellen. Aber auch die Bildung
und die Anzahl der eigenen Rezeptoren kdnnen die Estrogene erhdhen. Ferner
haben Estrogene im Ovar einen antiatretischen Effekt und hemmen die
Progesteronbildung in den Granulosazellen. SchlieBlich sind hohe
Estrogenkonzentrationen des praovularorischen Follikels Voraussetzug fur eine
Ovulation und l6sen den ovulatorischen LH-Peak aus.

In der Lutealphase bewirkt dagegen die Estrogensynthese der Corpus luteum-
Zellen tber  ein negatives Feedback  eine Reduktion der
Gonadotropinausschiittung aus der Hypophyse.

Estrogene besitzen jedoch auch extraovarielle Wirkungen. Sie steigern die
Durchblutung des Uterus und haben einen entscheidenden Effekt auf seine
glatten Muskelzellen. Die Anzahl der uterinen Muskelzellen und ihre
kontraktilen Proteine steigt unter dem Einfluss des Estrogens. Das Myometrium
wird aktiver und erregbarer und das Aktionspotential der einzelnen
Muskelfasern ist erhoht. So ist bei Frauen nach Ovarektomie eine Involution

des Uterus mit atrophischem und inaktivem Myometrium zu beobachten.
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Im Uterus sind Estrogene fur die Proliferation des Endometriums
verantwortlich. Langzeitige Therapie mit Estrogenen flhrt zur endometrialen
Hypertrophie und erhéhtem Risiko eines Endometriumkarzinoms.

Gleichzeitig veranlassen Estrogene in der Vagina die Differenzierung des
Oberflachenepithels mit Auftreten von Superfizialzellen wahrend der Ovulation
und vermehrter Glykogenbildung.

Fur die Konzeption haben Estrogene insofern Bedeutung, als sie in den
Zervikaldrisen des Uterus zur Bildung eines flissigen Schleims fuhren, der fur
Spermien leichter durchgangig ist. Ferner fordern sie die Kapazitation der
Spermien und den Eitransport.

Estrogene nehmen auch auf extragenitale Organe Einfluss, wie z.B. auf
Knochen, Salz- und Wasserhaushalt, Fettstoffwechsel und Haut. Auf das ZNS
wirken sie stimulierend in Bezug auf psychische Reaktionsweisen, sowie auf

das sexuelle und soziale Verhalten (Ganong, 1991).

1.2.2 Progesteron

O

Abb. 2: Chemische Strukturformel des Progesterons

Progesteron ist das wichtigste nattrliche Gestagen. Es wird vorwiegend im
Corpus luteum in der zweiten Halfte des Menstruationszyklus in grof3en

Mengen synthetisiert und ausgeschittet. Noch wesentlich  hohere
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Progesteronmengen werden wahrend der Schwangerschaft von der Plazenta
gebildet. Produziert wird Progesteron jedoch auch in den Granulosazellen und
in der Nebennierenrinde. Die Gestagenbildung und —ausschittung wird durch
das luteinisierende Hormon stimuliert. Progesteron stellt die Zwischenstufe fir
die Synthese aller Steroidhormone dar.

40% des Progesterons ist im Blut an Transkortin gebunden, 50% an Albumin
und 1-2% zirkulieren frei im Blut. Seine biologische Halbwertszeit betragt etwa
20 Minuten. Der Hauptstoffwechselmetabolit Pregnandiol wird renal als
Glukuronid ausgeschieden. Dieses wurde friher zur Feststellung einer
Schwangerschaft bzw. Diagnose eines anovulatorischen Zyklus im Urin
bestimmt.

Hauptzielorgane sind der Uterus, die Brustdrise und das zentrale
Nervensystem.

Progesteron ist im Zusammenwirken mit bzw. nach vorheriger Einwirkung von
Estrogenen auf die Fortpflanzungsorgane an der Regulation nahezu aller
weiblichen Reproduktionsfunktionen beteiligt. Es ist das dominierende
Steroidhormon der Lutealphase und die Ausschittung erreicht sein Maximum
um den 22. Zyklustag. Zu dieser Zeit ist das Endometrium auf dem Hohepunkt
der Sekretionsphase. Danach sinkt der Progesteronspiegel steil ab - sofern es
nicht zur Befruchtung kommt — und bleibt bis zur n&chsten Ovulation niedrig.

Im Ovar wirkt Progesteron synergistisch mit LH, indem beide die
Aromataseaktivitdt der Granulosazellen hemmen und damit die Endsynthese
von Estrogenen im Follikelepithel unterdricken. Rickkoppelnd bewirkt
Progesteron zusammen mit Estrogenen uUber den Hypothalamus eine
Verminderung der LH-Sekretion. Wie die Estrogene kann auch Progesteron
seine eigene Gonadotropin-induzierte Synthese und Sekretion im Ovar
steigern.

Progesteron bereitet das weibliche Genitale zur Aufnahme und Reifung der
befruchteten Eizelle vor und erhalt die Schwangerschaft. Vor allem wirken
Gestagene auf die Uterusschleimhaut und sorgen fur die Ausbildung der
Sekretionsphase. Ferner reduziert es im Uterus die Aktivitat des Myometriums

und vermag dessen Wachstum zu fordern. Es induziert typische
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Verdnderungen in der Zusammensetzung und Beschaffenheit am
Vaginalepithel und des Zervixschleims, insofern, dass unter seinem Einfluss die
Zervixdrisen einen hochviskésen, fir sie Spermien kaum durchdringbaren
Schleim produzieren.

In der Brustdrtse fuhrt Progesteron zur Entwicklung des Milchgangssystems.
Weiterhin stimuliert es die Respiration. Wahrend der Schwangerschaft kann mit
zunehmender Progesteronkonzentration ein Abfall der PCO2- Konzentration im
Blut gemessen werden.

Hohe Konzentrationen von Progesteron fihren zur Natriurese vermutlich durch
Blockade der Aldosteronwirkung an der Niere. An extragenitalen Organen wirkt
Progesteron u.a. auf die Niere und das ZNS. Progesteron besitzt unabhangig
von Estrogenen einen thermogenetischen Effekt, dabei kommt es zu einer

Erh6hung der Korpertemperatur um circa 0,6°C (Ganong, 1991).

1.3. Regulation der Hormone

Die Ausschiuttung von Estrogenen und Progesteron wird durch das
hypothalamo- hypophyseo- ovarielle Regelkreissystem gesteuert.
Hypothalamische Neurone schitten Gonadotropin- Releasing- Hormone in das
portale Gefal3system aus. Als Folge davon wird FSH ausgeschuttet, welches
die Anreifung einer Kohorte von Follikeln im Ovar bewirken, aus denen sich in
der Regel nur ein Follikel zum dominanten, tertiaren und schliel3lich zum Graaf-
Follikel entwickelt. Die heranreifenden Follikel produzieren Estrogene, u.a das
Estradiol. Das Hormon gelangt GUber das Blut zur Hypophyse, an den
Hypothalamus und an hohere ZNS- Strukturen. Bei niedrigen
Estradiolkonzentrationen werden die LH- und FSH- produzierenden Zellen auf
einem niedrigen Sensibilitdtsniveau fur die Wirkung von GnRH gehalten.
Wahrscheinlich wird dann auch wenig GnRH ausgeschuttet. Deshalb bleiben
LH- und FSH- Spiegel im Blut niedrig. Man spricht von der negativ-
rickkoppelnden Wirkung von Estradiol. Mit zunehmender Reifung eines
Follikels zum Tertiar- und Graaf- Follikel steigen die Estradiolspiegel im Blut an.

13



Unmittelbar vor dem Eisprung werden die Estradiolspiegel so hoch, dass die
LH- und FSH- produzierenden Zellen der Hypophyse plotzlich von ihrer
niedrigen auf eine hohe Antwortbereitschaft auf GnRH umschalten. Gleichzeitig
wird vermutlich vom Hypothalamus mehr GnRH ausgeschiittet. Dadurch
verstarkt sich die hypophysare FSH- und LH- Sekretion. Man spricht jetzt von
der positiv-rickkoppelnden Wirkung von Estradiol. LH bewirkt den Eisprung:
der Follikel rupturiert als Folge von Prozessen, die durch den erhéhten LH-
Spiegel eingeleitet werden. Die follikularen Granulosazellen, die bisher
Estradiol produziert haben, nehmen die vermehrte Synthese und Ausschiittung
von Progesteron auf. Dieser ebenfalls LH- abhangige Prozess wird als
Luteinisierung der Zellen des rupturierten Follikels bezeichnet. Der Follikel wird
zum Gelbkorper. Das immer noch vermehrt sezernierte Estradiol koppelt
zusammen mit dem Progesteron nunmehr negativ zur Hypophyse und zum
Hypothalamus zurlick, so dass die hohe LH- und FSH- Sekretion wieder auf
normale Werte absinkt. Aus nicht ganz geklarten Grinden hat das Corpus
luteum eine Lebensdauer von etwa 14 Tagen. Gegen Ende dieser Zeit sinkt die
Progesteronsekretion spontan wieder ab. Als Folge davon wird das
Endometrium abgestoRen, es kommt zur Menstruationsblutung (Ganong,
1991).

1.4. Anatomie der Gebarmutter

Die Gebarmutter ist ein muskulares Hohlorgan und gehort zu den
Fortpflanzungsorganen der Frau. Bei nichtschwangeren und bei Frauen im
ersten Trimester der Schwangerschatft ist sie im kleinen Becken positioniert, in
der spateren Schwangerschaft wird sie zum abdominellen Organ. Sie ist ein in
etwa birnenférmiges Organ von 5 cm Breite und 7 bis 8 cm Lange. Ihr Gewicht
variiert zwischen 30 und 120g in Abhangigkeit davon, ob bereits eine
Schwangerschaft vorlag oder nicht.

Aufgrund seines Aufbaus wird der Uterus in zwei Hauptabschnitte eingeteilt:

dem Corpus mit seinem Endometrium und dem unteren Teil der Gebarmutter,
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der Gebarmutterhals bezeichnet wird. Die Zervix hat die Form eines Zylinders,
ist 3 cm lang und misst ca. 2 cm im Durchmesser.

Der gesamte Uterus besteht vorwiegend aus glatter Muskulatur mit etwas
extrazellularer Matrix zwischen den Zellen. Die Zervix dagegen besteht nur aus
10-15% glatter Muskulatur mit dem verbleibenden Anteil vorwiegend aus
Bindegewebe bestehend.

Der in die Scheide reichende Abschnitt der zylindrischen Zervix enthalt die
auRere Offnung der Gebarmutter, den duReren Muttermund. Der sich oberhalb
der Scheide befindliche Teil des Gebarmutterhalses beinhaltet den inneren
Muttermund. Eine ca. 0,8 cm lange Engstelle, der Isthmus uteri genannt wird,
schliet sich dem Gebarmutterhals an und trennt ihn von dem
Gebarmutterkorper. Innerhalb des Gebarmutterkorpers befindet sich die
Gebarmutterhohle, in welche oben die Eileiter minden. Oberhalb dieser
Einmindungsstelle liegt der Gebarmutterfundus.

Die Gebarmutter hat drei Wandschichten. Innen, der Gebarmutterh6hle
zugewandt, liegt das Endometrium. Diese wird auf3en von einer 1 bis 3 cm
dicken Muskelschicht, dem Myometrium, umgeben. Die Muskelschicht wird
wiederum von dem Bindegewebe umschlossen (Krantz, 1991).

Die zervikale Mucosa besteht aus Zylinderepithel, welches sich im Bereich des
aulReren Muttermundes an Plattenepithel grenzt. Mit zunehmendem Alter kann
das Plattenepithel bis in den unteren Anteil der Zervix reichen (Danforth, 1983).
Die uterine Zervix dient dem Fetus als Geburtskanal. Bei nichtschwangeren
Frauen ist dieser Kanal eng geschlossen. Wahrend der Schwangerschaft
verandert sich seine Konsistenz und um die 38. Schwangerschaftswoche ist
der Muttermund, vor allem bei Mehrgebarenden, 1-2 cm weit. Unter der Geburt
weitet sich der Muttermund auf 10 cm und erlaubt so die Passage des Fetus.
Die Veranderungen des zervikalen Gewebes, welche die Offnung des
Muttermundes erlauben, beginnen wahrend der Schwangerschaft noch vor

Wehenbeginn und werden Muttermundsreifung genannt (Leppert, 1995).
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1.5 Vorhandene Kenntnisse tber die Muttermunder6ffnung

1.5.1 Biochemische Zusammensetzung der Cervix uteri

Der Muttermund besteht neben einem Wassergehalt von 74- 81% vorwiegend
aus kollagenem Bindegewebe und Interzellularsubstanz, welche von Fibrozyten
synthetisiert und sezerniert wird. Ihr Anteil an glatter Muskulatur betragt im
Vergleich zum Corpus uteri, der einen Anteil glatter Muskulatur von 30-40%
enthalt, nur 8% (Schwahn et al., 1966). Die extrazellulare Matrix der Zervix
besteht aus zwei unterschiedlichen Komponenten: der Grundsubstanz, welche
vorwiegend aus Proteoglykanen und wenig Elastin besteht (Leppert, 1983), und
den unl6slichen Fasern, hauptsachlich Kollagenfasern und einem geringen
Anteil elastischer und retikularer Fasern. 30% des Kollagenes sind vom Typ |,
70% vom Typ Il und ein geringer Anteil an Typ IV Kollagen ist im Bereich der
Gefal3e und glatten Muskelzellen nachzuweisen (Winkler and Rath, 1999).

Die Proteoglykane bestehen aus einem Core-Protein, an welches unverzweigte
Glycosaminglykanketten kovalent gebunden sind. Sie teilen sich auf in 76%
Dermatansulfat, welches vorwiegend fiir die Stabilisierung der kollagenen
Fibrillen zustandig ist, in 13% Heparansulfat und 11% Hyaluronat, welches eine
hohe Wasserbindungskapazitat besitzt und mafgeblich die Konsistenz der
Zervix mitbestimmt. Desweiteren wurden Chondroitin, Chondroitin-4- und
Chondroitin-6- Sulfat nachgewiesen (Uldbjerg et al, 1983). Das Glykoprotein
Fibronektin, das ebenfalls im zervikalen Bindegewebe nachgewiesen wurde,
schitzt unter anderem das Kollagen vor dem Angriff der Kollagenasen und
spielt somit eine Rolle bei den Umbauvorgangen des zervikalen Bindegewebes
(Rath et al, 1994).

1.5.2 Biochemische Veranderungen der Cervix uteri wahrend der

Schwangerschaft

Die Muttermundsreifung ist ein sich langsam entwickelnder Prozess, bei dem

unterschiedliche Mechanismen eine Rolle spielen. In der Friihschwangerschatt
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steht die Proliferation von Fibroblasten und glatten Muskelzellen im
Vordergrund. Gegen Ende der Schwangerschaft finden im Muttermund
verstarkt Um- und Abbauvorgange der extrazellularen Matrix, sowie
apoptotische Zellveranderungen statt.

Die Muttermundseroffnung unter der Geburt ist im Unterschied zu der langsam
ablaufenden Zervixreifung durch rapide verlaufende Verdnderungen der
Zusammensetzung der extrazellularen Matrix charakterisiert. Zu diesen gehort
ein rascher Abbau des Kollagens, ein Wechsel der Kollagenstruktur und
Veranderungen anderer Matrixproteine (Winkler and Rath, 1999).

Im Verlauf der Schwangerschaft kommt es nur zu einem geringen Anstieg des
Wassergehaltes von 4-6% (Rechberger et al, 1988), welcher nicht fur die
Volumenzunahme und Veranderung der Konsistenz der Zervix verantwortlich
sein kann.

Es wird ein Anstieg der Gesamtkollagen Synthese durch Fibroblasten
beobachtet, welcher, wie in vitro Untersuchungen zeigten, vor allem durch
Prostaglandine, Estradiol und Progesteron moduliert wird (Wiqvist, 1986). Das
neu synthetisierte Kollagen besteht vorwiegend aus wenig quervernetztem,
leicht 16slichem Kollagen.

Der Anteil des Gesamtkollagengehalts am Gesamtproteinanteil der Zervix fallt
von 82% bei der nichtgraviden Zervix auf 52% Dbei vollstandiger
Muttermundsé6ffnung unter der Geburt ab (Kleissl, 1978). Dieser Abfall konnte
einerseits Folge der gesteigerten Kollagenolyse (Ekman, 1991) andererseits
Folge der erhohten Wassereinlagerung und gesteigerten Produktion
nichtkollagener Proteine sein (Yu and Leppert, 1991). Zusatzlich wird eine
erhohte Loslichkeit des Kollagenes im zervikalen Bindegewebe wahrend der
Schwangerschaft beobachtet, welche das neu synthetisierte, unreife Kollagen
betrifft (Maillot et al, 1981).

Die Veranderung des Verteilungsmusters der Proteoglykane mit dem Abfall des
Dermatansulfat-Gehaltes und einem gleichzeitigen Anstieg des Hyaluronat-
und Heparansulfatgehaltes spielen eine wesentliche Rolle bei den
Konsistenzveranderungen der Zervix wahrend der Schwangerschaft (Maillot et
al, 1981).
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Der Anteil des Dermatansulfates am Gesamtglykosaminoglykangehalt fallt von
41% bei unreifer Zervix auf 15% bei einer Muttermundsweite von 2-3 cm ab.
Der Anteil des Hyaluran am Gesamtglykosaminoglykangehalt steigt von 10%
bei unreifer Zervix auf 50% bei einer Muttermundsweite von 2-3 cm an.

Die Fibronektinkonzentration in der extrazellularen Matrix fallt wahrend der
Schwangerschaft bis sie unter der Geburt die niedrigsten Werte erreicht.

Die Spaltung des Fibronektins gemeinsam mit der des Kollagenes und des
Dermatansulfates fihrt zu einer Destabilisierung der kollagenen Fibrillen,
beglnstigt die Angreifbarkeit der Makromolekile durch Kollagenasen und
Proteasen und st Voraussetzung fir eine enzymatisch induzierte
Muttermundseroffnung (Rath, 1990). Die Fibronektinspaltprodukte stimulieren
die Degranulation polymorphkerniger Leukozyten (Osmers et al, 1994).

Die gesteigerte Hyaluranproduktion beeinflusst die Kollagensynthese. Es
werden schmale, nicht quervernetzte Kollagenfasern ausgebildet. Dies
korreliert mit der Beobachtung, dass es in der Zervixreifungsphase zu einer
Veranderung der Kollagenfaserausrichtung kommt mit gleichzeitiger
Herabsetzung der Faserlange (Leppert, 1992).

Ergebnis all dieser biochemischen Veranderungen sind eine reife Zervix, die
eine erhdhte Dehnbarkeit des Gewebes besitzt und klinisch als weich und
elastisch beschrieben wird (Huszar and Naftolin, 1987).

Neben Estrogenen und Progesteron sollen Prostaglandine, Stickstoffmonoxid
und Relaxin eine Rolle beim Reifungsprozess des Muttermundes spielen.
Prostaglandinen, vor allem PGE2, wurde fir eine lange Zeit eine zentrale Rolle
bei den Veradnderungen der extrazellularen Matrix des Muttermundes
zugeschrieben. Obwohl lokal applizierte Prostaglandine Verédnderungen der
extrazellularen Matrix induzieren (Forman et al, 1982) und zum Erweichen der
unreifen Zervix benutzt werden, wurde ihre Schlusselrolle im Prozess der
Muttermundser6ffnung von verschiedenen Forschergruppen in Frage gestellt.
1990 zeigte Rath, dass die Prostaglandin E2-induzierte Muttermundser6ffnung
in  Zusammenhang mit dem enzymatischen Abbau des Kollagens, der
gesteigerten Synthese von nicht kollagenen Proteinen und dem Anstieg der
Hyaluronkonzentration steht (Rath, 1990).
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2007 fanden Word et al, dass Prostaglandine, Estrogene und Progesteron zu
einem Anstieg der Kollagenase-, Elastase-, Metallproteinase- und des
Zytokinlevels fuhren, welcher fur die Umbauprozesse wahrend der
Muttermundseroffnung nétig ist (Word et al, 2007).

Die physiologische Zervixreifung beginnt bei einer normalen Schwangerschatft,
wie Experimente an Meerschweinchen zeigten, im spaten mittleren
Schwangerschaftsdrittel, lange vor dem Beginn der Wehentétigkeit (Chwalisz et
al, 1991). Die Prostaglandinsynthese wird Uber Zyklooxigenase- Enzyme
reguliert. Es konnte gezeigt werden, dass weder nichtselektive COX-Inhibitoren
noch selektive COX |ll-Inhibitoren die anti- Progestin induzierte
Muttermundseroffnung beim Menschen wie auch beim Meerschweinchen
blockieren konnen. Im Gegensatz dazu blockieren sie die anti-Progestin
induzierten Gebarmutterkontraktionen, wonach zu schlie3en ist, dass andere
lokale Mediatoren die Schlusselrolle bei der Muttermundserdffnung spielen
(Chwalisz, 1994).

Stickstoffmonoxid wird nach der Aktivierung der Stickstoffmonoxidsynthase im
Gewebe freigesetzt. Die NO-Synthase konnte in humanem Zervixgewebe
nachgewiesen werden, wobei erhdhte Konzentrationen in Terminndhe
gemessen wurden (Yoshida et al, 2001). Sie beinflusst die Aktivitat der COX I
mit Erhdhung der Prostaglandin-E2 Konzentration (Salvemini et al, 1995) und
stimuliert die Proteoglykan- und Metalloproteinase-Produktion.

Das Proteohormon Relaxin bewirkte in Tierversuchen Veranderungen der
mechanischen Eigenschaften und der biochemischen Zusammensetzung der
Zervix (Winn et al, 1993), beim Menschen konnte jedoch keine zervixreifende

Wirkung nachgewiesen werden (Bell et al, 1993).

1.5.3 Die Cervix uteri unter der Geburt

Die Muttermundseroffnung ist aktiver biochemischer Prozess, welcher
unabhangig von den Gebarmutterkontraktionen geschieht, und einer akuten
Entziindungsreaktion &hnelt. Wahrend der Muttermunderdffnung ist die
Entzindungskaskade aktiviert und beinhaltet die Freisetzung von
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proinflammatorischen Zytokinen, die Infiltration mit weiRen Blutzellen, die
Freisetzung und Aktivierung von degradativen Enzymen (Metallproteinasen).
Weiterhin verandert sich in der extrazellularen Matrix der Zervix die Synthese
der Proteine und Glykoproteine mit ansteigendem Kollagenumsatz,
Auflockerung der kollagenen Fibrillen, Veréanderungen im
Proteoglykan/Kollagen Verhaltnis und Anstieg der extrazellularen Flissigkeit
(Leppert, 1992, 1995).

Unter der Geburt kann eine gesteigerte Kollagenaseaktivitat nachgewiesen
werden, die mit zunehmender Muttermundsweite zunimmt und mit der Invasion
des zervikalen Stromas durch neutrophile Granulozyten einhergeht (Winkler
und Rath, 1999, Rath et al, 1994).

Verschiedene Zytokine stehen in Zusammenhang mit den
entziindungsahnlichen Prozessen wahrend der Muttermundser6ffnung: 1L-8 ist
ein von Fibroblasten und Makrophagen produziertes Zytokin, welches eine
zentrale Rolle bei der Muttermundsertffnung spielen soll. Es induziert die
Chemotaxis, Aktivierung und Degranulation neutrophiler Granulozyten mit
nachfolgender Freisetzung von Proteasen. Wie in Tierversuchen nachgewiesen
fuhrt die lokale Applikation von IL-8 zur Muttermundserweichung und -
erdffnung mit gleichzeitiger Invasion des Stromas durch neutrophile
Granulozyten und einem Anstieg der Kollagenaseaktivitdt. Beim Menschen
wurden die IL-8 Produktionen durch Fibroblasten im Zervixgewebe
nachgewiesen und es konnte eine Steigerung der Produktion von IL-8 durch IL-
1B gezeigt werden (Winkler et al, 2000). Gemeinsam mit dem Anstieg der IL-8
Konzentrationen wurde auch ein Anstieg der IL-1(3-, IL-6- und TNF-a-
Konzentration mit zunehmender Muttermundseréffnung nachgewiesen (Winkler
und Rath, 2001).

IL-13 ist ein weiteres wichtiges Zytokin und stimuliert in vitro die
Arachidonsaurefreisetzung aus menschlichen Myometriumzellen sowie die
Prostaglandin-E2-Syntheserate verschiedener intrauteriner Zellarten. Des
Weiteren induziert IL-1 die Kollagenase- und Elastaseproduktion und

vermindert die Produktion der Gewebeproteaseinhibitoren.
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Die progrediente granulozytaren Stromainvasion geht einher mit dem Anstieg
der Aktivitat der Metalloproteinasen MMP-8 und MMP-9 sowie dem Anstieg der
Konzentration des granulozytenkoloniestimulierenden Faktors (Sennstrom et al,
2000). G-CSF stimuliert die Proliferation und Aktivierung der neutrophilen
Granulozyten und scheint neben den genannten Zytokinen zu deren
Degranulation im zervikalen Stroma beizutragen.

Voraussetzung fur die Extravasion neutrophiler Granulozyten ist die kurzfristige
Adhasionssteigerung des  Gefalendothels. Diese  wird dber die
Adhasionsmolekile VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule-1), ELAM-1
(endothelial leucozyte adhesion molecule-1) und ICAM-1 (intercellular
adhesion molecule-1) vermittelt. Die Konzentrationen dieser drei
Adhéasionsmolekile steigen unter der Geburt ebenfalls signifikant an (Winkler et
al, 1998a).

1.5.4 Estrogene und Muttermundseroffnung

Es wird schon lange untersucht, ob Estrogene bei der Muttermundserdffnung
eine Schlusselrolle spielen oder nicht. Schon 1977 zeigte eine Studie, dass
lokal appliziertes Estradiol (150 mg) bei schwangeren Frauen im Vergleich zu
Placebo zu einer Stimulation der Muttermundserdffnung fihrte (Gordon and
Calder, 1977). In einer anderen Studie dagegen konnte die lokale Applikation
von Estradiol (200 mg) bei schwangeren Frauen in Terminnahe keinen Effekt
auf die Weheninduktion, Wehenlange oder den Bishop Score zeigen (Williams
et al, 1988).

Obwohl Estrogene wahrscheinlich keine aktive Rolle bei der Geburt spielen,
scheinen sie die Veranderungen der extrazellularen Matrix der Zervix wahrend
der Muttermundser6ffnung zu beeinflussen (Stjernholm et al, 1997).

Die Wirkung der Estrogene wird tber ihre Bindung an den spezifischen ER in
den Zielzellen erreicht (Gronemeyer, 1992).

Stjernholm et al zeigten weiterhin, dass sowohl die Konzentration des ER-a als
auch des PR in der Zervix bei Termingeburt und postpartal signifikant niedriger
sind als bei nichtschwangeren Frauen. Gleichzeitig mit dem Abfall dieser
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Rezeptor-Konzentrationen konnten sie biochemische Veranderungen, wie
Anstieg der Kollagenloslichkeit und Verdnderungen in der Proteoglykan
Zusammensetzung feststellen, ohne die zugrundeliegenden Mechanismen
klaren zu kdnnen (Stjernholm et al, 1996,1997).

Die Entdeckung des zweiten ER Subtypen (ER-B) von Kuiper et al 1996 fuhrte
Zu neuen Forschungsansatzen.

Hall und McDonald zeigten, dass der ER-B die ER-a-Transkriptionsaktivitat bei
niedrigen Ostrogenkonzentrationen suprimieren kann (Hall und McDonald,
1999). Es ist jedoch nicht klar, ob man diese Ergebnisse auch auf hohe
Estrogenkonzentrationen, wie sie wahrend der Schwangerschaft bestehen,
Ubertragen kann.

Weihua et al demonstrierten bei ER-B-knock-out Mausen, dass der ER-B die
ER-a-vermittelte Gentranskription im Uterus moduliert und verantwortlich ist far
die PR down Regulation im Endometrium (Weihua et al, 2000).

Wang et al untersuchten die zwei Subtypen der ER in der Zervix bei
Termingeburt, postpartal und bei nichtschwangeren Frauen. Die ER-B mRNA-
Konzentration war bei Termingeburt erhéht und fiel postpartal auf Werte der
nichtschwangeren Patientinnengruppe ab. Dagegen zeigte die ER-a mRNA
Konzentration bei Termingeburt keine Veranderungen und fiel postpartal auf
mehr als die Hélfte der Konzentration von nichtschwangeren Frauen. Diese
Veréanderung des Verhaltnisses der zwei Subtypen zugunsten des ER-B kdnnte
zu einem Abfall des PR in der Zervix fihren und somit eine verminderte
Progesteronaktivitat bedeuten (Wang, 2001).

Verschiedene Arbeitsgruppen beschrieben erhéhte Konzentrationen von
Dehhydroepiandrosteron-Sulfat, einem Vorlaufer der Estrogene, bei Frauen mit
reifer Zervix im Vergleich zu Frauen mit unreifer Zervix, wahrend die Estradiol-
Konzentration in der Zervix keinen Unterschied zeigte (Zuidema et al, 1986,
Liapis et al, 1993). Die DHEA-S Produktion erfolgt in der fetalen Nebenniere
und wird Uber die Aktivierung der fetalen Hypothalamus-Hypophysen-
Nebennierenachse angeregt. In der Plazenta wird DHEA-S zu Estriol

metabolisiert.
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Erhohte Plasmakonzentration von Dehydroepiandrosteron-Sulfat und 17(3-
Estradiol wurde bei Frauen mit beginnender Muttermundserdffnung gemessen.
Nach iwv. Gabe von Dehydroepiandrosteron-Sulfat bei Frauen mit einem
Schwangerschaftsalter von 39 Wochen und mehr, konnte ein Anstieg der
Konzentration des 17-B-Estradiols und eine fortschreitende
Muttermundseroffnung festgestellt werden (Takahashi, 1984). Man vermutet,
dass diese einerseits durch die direkte Stimulation von Fibroblasten und
Steigerung der Prokollagenase und Prostromelycin Produktion, andererseits
indirekt Uber die Wirkung seines Metaboliten 17p- Estradiol erreicht wurde
(Leppert, 1992). In vitro Untersuchungen zeigten, dass humanes
Zervixgewebe, welches mit DHEA-S behandelt wurde, einen Anstieg der
Kollagenaseaktivitat zeigte, wéahrend die Behandlung mit freien Steroiden
keinen Effekt zeigte (Yoshida et al,1993). Folglich kénnen Estrogene uber
seinen Vorlaufer DHEA-S die Umbauvorgange in der Zervix durch Regulierung
der Kollagenaseaktivitat beeinflussen.

Die entzindungsahnlichen Prozesse wéhrend der Muttermundseroffnung
scheinen u.a. durch Estrogene beeinflusst zu werden.

Winkler et al beschrieben einen Anstieg des Adh&asionsvermdgens des
zervikalen Gefal3endothels mit konsekutiver Extravasion und Degranulation von
Neutrophilen bei der Termingeburt. Dieser Prozess scheint Uber Estradiol
reguliert und tber Zytokine vermittelt zu werden (Winkler et al, 1999).

Im uterinen Epithel von Mausen konnte gezeigt werden, dass Estrogene die
Leukozytenmigration Uber die Regulation des Neutrophilen-Makrophagen
Kolonie stimulierenden Faktors (GM-CSF) regulieren (Robertson et al, 1996).
ER-B, nicht jedoch ER-a, konnte immunhistochemisch in Neutrophilen und
endothelialen Zellen von GefaRen nachgewiesen werden (Wang et al, 2001).
Folglich wird vermutet, dass die Antwort der Neutrophilen auf Estrogene tber
den ER-( reguliert wird. Wahrend der Schwangerschaft wandern Neutrophile in
das Stroma der Zervix ein und sind Hauptproduktionsort der zervikalen
Kollagenase (Osmers et al, 1992). Die Extravasion der Neutrophilen, der

Mastzellen und Monozyten mit Freisetzung von proteolytischen Enzymen und
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Zytokinen steht in engem Zusammenhang mit dem Prozess der

Muttermundseroffnung.

1.5.5 Progesteron und Muttermundseréffnung

Progesteron und Estrogene spielen eine zentrale Rolle in der Erhaltung der
Schwangerschaft und bei der Geburt durch Beeinflussung des Myometriums
und des Muttermundes. Schon 1991 =zeigten Rajabi et al in in vitro
Untersuchungen, dass Estrogene den Kollagenabbau stimulieren und dass
Progesteron den estrogen-induzierten Kollagenabbau hemmt (Rajabi et al,
19914, 1991b).

Progesteron erhélt die Schwangerschaft und verhindert die Geburt durch
Ruhigstellen des Myometriums.

Neuste Erkenntnisse weisen darauf hin, dass die Ruhigstellung des
Myometriums durch Progesteron indirekt erstens Uber Hemmung der
Aktivierung der Entzindungsreaktion, zweitens tber Hemmung der Expression
von kontraktilen Genen im Uterus und Zervix und drittens tber Blockade der
Produktion von Chemokinen und somit Hemmung der Chemotaxis der
Immunzellen geschieht.

So konnte schon in friheren Studien beobachtet werden, dass wéahrend des
Menstruationszyklus von Nagetieren die Migration von Makrophagen und
Neutrophilen in den Uterus durch Progesteron gehemmt und durch Estrogene
stimuliert wird (Kaushic et al, 1998, Hunt et al, 1998).

1956 vermutete Csapo, dass Progesteron aktiv die Wehen blockiert und dass
der Geburt ein Abfall der Progesteron-Konzentration vorausgeht (Csapo, 1956).
Tatsachlich geht bei allen bis jetzt untersuchten Saugetieren, wie auch beim
Menschen, der Geburt ein Ereignis voraus, welches die Progesteronsynthese
oder -wirkung hemmt. Bei den meisten S&ugetieren ist dies der rapide Abfall
der Progesteron- Konzentration im Blut.

Im Gegensatz dazu stimulieren Estrogene die Geburt durch Anstieg der

Expression von Genen, welche die myometrialen Kontraktionen kodieren. So
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ist bei den meisten Spezies die Geburt mit einem Anstieg der Estrogen
Konzentration im Blut assoziiert.

Beim Menschen dagegen sind wahrend der Schwangerschaft die Progesteron-
und Estrogen-Konzentrationen im Blut hoch und verbleiben erhdht wéahrend der
Wehen und der Geburt (Walsh et al, 1984).

Obwohl bei der Frau der Rickgang der Progesteronkonzentration nicht zu
beobachten ist, kann es nach einer Behandlung mit den PR- Antagonisten
Mifepriston (RU486) oder Onapriston zur Muttermundser6ffnung und
gesteigerter Wehentatigkeit kommen, sowie zu einer erhéhten Sensibilitat
gegenuber der Behandlung mit Oxytozin oder Prostaglandinen (Chwalisz,1994,
Stenlund et al,1999).

Seit langem wird versucht, die verminderte Progesteronwirkung trotz der hohen
Progesteronserumkonzentrationen zu erklaren.

Bis 2007 konnten keine Verdnderungen im Progesteronmetabolismus, der
Progesteronbindung oder -sequestration im Myometrium, welche fur den
Progesteronriickgang verantwortlich sein konnten, nachgewiesen werden.
Dagegen konnten signifikante Veranderungen in der Expression der
Progesteron-Rezeptor-Isoformen im menschlichen Myometrium wahrend der
Geburt gezeigt werden (Mesiano et al, 2002, 2007).

Die Wirkung der Hormone wird Uber ihre Rezeptoren vermittelt. Der
Progesteronrezeptor existiert wie schon beschrieben als zwei Hauptsubtypen,
der PR A und der PR B. Der PR B aktiviert ligendenabhéangig die Transkription
der progesteronabhéngigen Gene, wogegen der PR A ligandenabhéngig die
Transkriptionsaktivitat, die Gber den PR B vermittelt wird, senkt (Vegeto et al,
1993). Bei Mausen fand man, dass bei Fehlen beider Rezeptorsubtypen (Lydon
et al, 1995), als auch bei Fehlen nur des PR A die Maus infertil ist und dass
tber den PR B nur ein geringer Anteil der Progesteronwirkung vermittelt wird
(Mulac- Jericevic et al, 2000). Die Beobachtung, dass das Fehlen des PR B
nicht zu Infertilititt oder Problemen wahrend der Schwangerschaft flhrt
(Conneely, 2001), lasst vermuten, dass bei Mausen die Hauptwirkung des
Progesterons allein Uber den PR A vermittelt wird. Ob man diese Erkenntnisse
auf den Menschen Ubertragen kann, bleibt abzuwarten.
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Pieber et al schrieb dem PR A eine antagonistische Rolle auf die PR B-
Funktionen im Uterus zu, nachdem sie in vitro Untersuchungen zeigten, dass
PR A die Transkriptionsaktivitit des PR B in humanen Myometriumzellen
hemmt (Pieber et al, 2001).

2002 beschrieben Mesiano et al einen 10fachen Anstieg der PR A/PR B mRNA
Ratio im unteren Uterinsegment des Myometriums bei Frauen mit
Wehentatigkeit im Gegensatz zu Frauen ohne Wehentétigkeit bei Termingeburt
(Mesiano et al, 2002).

Der dritte PR Isoform, der PR C (Wei et al, 1997), besitzt keine DNA-bindende
Domane und ist vor allem auf das Zytoplasma begrenzt (Wei et al, 1990). Der
PR C ist somit selbst nicht fahig, an DNA zu binden. Er ist jedoch auf der einen
Seite fahig, Progesteron zu binden (Wei et al, 1996) und dieses von seiner
Bindung an andere PR abzuhalten und auf der anderen Seite in der Lage PR B
zu binden und dessen Affinitdt zum DNA zu reduzieren (Wei et al, 1997).

2006 beschrieben Karteris et al die gesteigerte Expression von zwei neuen PR
Isoformen im Myometrium bei Frauen mit Wehentatigkeit im Vergleich zu
Frauen ohne Wehentétigkeit. Sie vermuteten, dass diese eine Rolle bei der
gesteigerten myometrialen Kontraktilitat spielen. Es handelt sich um Membran
G Protein-gekoppelte Isoformen (MPR A und mPR B), die in den humanen
Myometriumzellen nachgewiesen wurden (Karteris et al, 2006).

Der menschliche ER existiert in zwei Hauptsubtypen, dem ER-a und dem ER-
B, welche auf verschiedenen Genen kodiert sind, verschiedene
Ligandenbinbungsaffinitaten besitzen und verschiedene Gewebeverteilungen
aufweisen (Gustafsson, 2000).

Mesiano et al stellten 2002 das hypothetische Modell auf, dass wahrend der
Schwangerschaft Progesteron durch den PR B die Expression des ER-a
inhibiert. Bei der Geburt dagegen steigt die PR A-Expression und fihrt zum
Progesteronriickgang und folglich steigt die ER-a-Expression. Die im Blut
zirkulierenden Estrogene steigern uUber den ER-a die Expression der Gene,
welche die kontraktionsassoziierten Proteine kodieren (contraction-associated

proteins) und fuhren so zur Kontraktion des Myometriums (Mesiano, 2002).
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Von verschiedenen Untersuchungsgruppen wurde vermutet, dass fur die
erfolgreiche Muttermundseréffnung unter physiologischen Bedingungen ein
lokaler Progesteron-Metabolismus im Gewebe notig ist.

Das Enzym Steroid-5a-Reduktase Typ 1 und 20a - Hydroxysteroid-
Dehydrogenase metabolisieren Progesteron in den Zielgeweben in inaktive
Produkte.

In Mausexperimenten stellten man eine erhdhte Expression der Steroid-5a-
Reduktase Typ 1 in den Epithelzellen der Zervix fest. Bei Mausen mit Defekt
dieses Enzyms kam es zu Geburtskomplikationen wegen unvollstandiger
Muttermundséffnung (Mahendroo et al, 1999), obwohl die zirkulierende
Progesteronkonzentration in Geburtsnahe fiel. Dies ist ein klarer Hinweis, dass
der lokale Progesteronmetabolismus eine wichtige Rolle beim Progesteron
Konzentrationsabfall als auch bei der Auslésung der Geburt spielt. Bei Frauen
ist zwar die 5-alpha-Reduktase in der Zervix vorhanden, ihre Konzentration
verandert sich jedoch nicht wahrend Schwangerschaft und Geburt.
Entsprechend konnte im Mauseuterus eine erhthte Aktivitdt des Progesteron
metabolisierenden Enzyms 20a - Hydroxysteroid- Dehydrogenase
nachgewiesen werden (Condon et al, 2004). Mause mit Gendefekt im Bereich
dieses Enzymes entwickelten ebenfalls Geburtskomplikationen (Ishida et al,
2007). Es existieren jedoch widersprichliche Studien, ob es gleichzeitig zu
einem Abfall der Progesteronkonzentration kommt oder nicht (Ishida et al,
2007/Piekorz et al, 2005).

Andersson et al untersuchten die Aktivitat des Enzyms 17-beta-Hydroxysteroid-
Dehydrogenase Typ 2 in den Epithelzellen der Zervix. 17-beta-Hydroxysteroid-
Dehydrogenase Typ 2 konvertiert Estradiol zu Estron und 20-alpha-
Hydroxyprogesteron zu Progesteron. Sie fanden, dass die Aktivitat dieses
Enzyms wahrend der Muttermundsoffnung herunterreguliert wird und so die
Nichtaktivierung des Progesterons und somit die Muttermundser6ffnung
resultiert. Die Muttermundserdffnung wahrend der Schwangerschaft ist
demnach mit der lokalen Regulation des Progesteron- und
Ostrogenmetabolismus durch die Interaktion des zervikalen Epithels mit dem
Stroma assoziiert (Andersson et al, 2008).
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Der Nuklearfaktor kB ist ein Proteinkomplex, welcher die Transkription des
DNA kontrolliert. Er spielt eine Schlusselrolle bei der Regulierung der
Transkription von Zytokin-Genen,die fur die Entztindungsantwort verantwortlich
sind (Barnes und Karin, 1997).

Beim Zerfall von gram-negativen Organismen werden verschiedene
Zellbestandteile, wie Lipopolysaccharide, freigesetzt. LPS stimulieren die
Synthese und Freisetzung von IL-6 und IL-8 aus Monozyten und Makrophagen
(Beutler und Rietschel, 2003). IL-1B reguliert ebenfalls die zervikale Sekretion
von IL-8 (Winkler et al, 1998b). Es ist bekannt, dass LPS und IL-1b den NF-kB
in verschiedenen Zellen aktivieren (Muller et al, 1993, Hayden und Ghosh,
2004).

Allport et al zeigten, dass in Amnionepithelzellen die Uberexpression des PR
die Transkriptionsaktivitat des Entziindungstranskriptionsfaktors NF-kB hemmt.
Gleichzeitig aktiviert IL-B die NF-kB und hemmt die PR-Transkriptionsaktivitat
(Allport et al, 2001).

Progesteron blockiert die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB auf der
einen Seite ligandenabhéangig Uber die Stimulierung des NF-kB Antagonisten
IkBa und auf der anderen Seite ligandenunabhangig Uber eine Protein-Protein-
Interaktion und Hemmung der Transaktivierung von kontraktilen Genen
(Mendelson, 2009).

1.5.6 Die Muttermundseroffnung als akute Entzindungsreaktion bei der

Frihgeburt

Es wird schon lange vermutet, dass Frihgeburt und Termingeburt bei der Frau
mit einer Entztindungsreaktion assoziiert sind (Liggins, 1981).

Von verschiedenen Arbeitsgruppen konnten entzindliche Ereignisse sowohl im
Myometrium, in der Zervix, in den fetalen Membranen als auch im Blut
beobachtet werden, welche auf einen Zusammenhang zwischen
aszendierender intrauteriner Infektion und Frihgeburtlichkeit hinwiesen.

Die Konzentration immunaktiver Zellen wie Leukozyten und Makrophagen

steigt im zervikalen Stroma bei Geburt im Vergleich zum ersten Trimester der
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Schwangerschaft 6-10-fach an (Bokstrom et al, 1997). Diese Zellen
produzieren eine Vielzahl proinflammatorischer Zytokine und Matrix-
Metalloproteinasen und initiieren die Veranderungen der extrazellularen Matrix
der Zervix wahrend der Geburt (Liggins, 1978/Thomson, 1999).

Zytokine und Chemokine ihrerseits sind in der Lage, immunaktive Zellen an
den Entzindungsort zu lenken und spielen so eine Rolle bei der
Schwangerschaft und Geburt (Kayisli, 2002).

Die mogliche Interaktion von aszendierender Infektion und Frihgeburt ist
vereinfacht in Abb. 3 dargestellt (Winkler, 1998a).

Aszension von Keimen
aus Vagina und Zervix

A 4

Lipopolysaccharide I

—

aktivierte Makrophagen/
Deziduazellen

A 4

Phospholipasen A I

—

Chorionamnion
Deziduazellen

Progrediente
Muttermundserdffnung

Zervixreifung Wehentitigkeit

A

Freisetzung von
Arachidonsiure

y

Zytokine A
(TNFa, IL-1, IL-6)

PG-/Leukotriensynthese

0

h 4

Abb. 3: Modell der aszendierenden Infektion und Friihgeburt (Winkler, 1998a)

Bakterien, die am wahrscheinlichsten tber die Vagina aszendieren, erreichen
die Eihdute. Beim Zerfall von gramnegativen Bakterien werden
Lipopolysaccharide und Phospholipasen aus der Zellwand und Endotoxine

freigesetzt. Wie in vitro Untersuchungen zeigten, kdnnen diese Substanzen die
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PGE2- Synthese aus Arachidonsdure in Amnion, Chorion und Dezidua
stimulieren (Winkler und Rath, 1996).

Des Weiteren aktivieren die bakteriellen Endotoxine ubiquitdr vorkommende
Makrophagen, welche eine Vielzahl von Zytokinen (u.a. TNF-qa, IL-13, IL-6, IL-
8) sezernieren.

Die Zytokine ihrerseits induzieren erstens die erhdhte Expression von
Adhasionsmolektilen, zweitens die Freisetzung weiterer Zytokine aus
zervikalen Fibroblasten und Makrophagen und drittens erhdhen sie in vitro die
Syntheserate von PGE2 durch Amnion-, Chorion- und Deziduazellen. Die
erhohte PGE2- Konzentrationen fihren zur Zervixreifung und Auslosung der
Wehentatigkeit, welches wiederum die Aszension von Keimen begunstigt.
Allerdings wurde gezeigt, dass die erhOhten Zytokinkonzentrationen wahrend
der Frihgeburt weniger als 50% Infektionen zugeschrieben werden kénnen
(Farina, 2005).

Tornblom stellten 2005 in der Zervix erhtéhte IL-8, IL-6, und MCP-1
Proteinkonzentrationen bei Frihgeburten mit Wehentatigkeit ohne klinische
Infektionszeichen fest, wobei die RANTES und TNF-a Proteinkonzentration
unverandert blieben. Diese Studie konnte keine Konzentrationsunterschiede in
Abhéangigkeit vom  Schwangerschaftsalter zeigen, hingegen konnte
Unterschiede in Abhangigkeit von der Muttermundsweite nachgewiesen
werden. Ebenfalls wurden ein Anstieg der Leukozytenzahl und der CRP-
Konzentration im Zervixgewebe in der Patientinnengruppe mit Wehentatigkeit
festgestellt, welche auf den Anstieg des IL-6 Konzentration zurtickzufihren
sind. IL-6 stimuliert die akute Phase der Entziindungsreaktion und die CRP-
Produktion in der Leber (Térnblom, 2005).

Es bestehen Hinweise, dass der heranwachsende Fetus selbst Signale sendet,
welche die Makrophagenmigration in den Uterus stimulieren, Zytokine
freisetzen und Entzindungstranskriptionsfaktoren wie den Nuklearfaktor kB
und das Aktivatorprotein 1 aktivieren.

Challis et al beschrieben eine erhohte Kortisolproduktion durch den Feten,
welche die COX-2 Expression in der Plazenta aktiviert und so zu einer

gesteigerten Produktion von Prostaglandinen fuihrt. Diese ihrerseits stimulieren
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die C19- Steroid-Produktion in der Plazenta, welche Uber die plazentale
Aromatase P450 zu Estrogenen metabolisiert werden. Die gesteigerte
Estrogenproduktion antagonisiert die Progesteron-Rezeptor Funktion und fuhrt
zu Kontraktionen des Uterus (Challis, 2000).

CRH ist ein Peptidhormon bestehend aus 41 Aminosauren und wurde erstmals
im Hypothalamus von Saugetieren entdeckt, wo es die Sekretion des ACTH
aus der vorderen Hypophyse reguliert (Vale et al, 1981).

Das hypothalamische CRH wirkt lokal Uber die Pfortader auf den
Hypophysenvorderlappen und ist bei nichtschwangeren Frauen im peripheren
Blut kaum nachweisbar.

Wahrend der Schwangerschaft produzieren der Synzytiothrophoblast der
Plazenta und die fetalen Membranen grof3e Mengen an CRH (Riley, 1991). Die
Synthese von CRH in diesen Geweben steigt exponentiell mit fortschreitender
Schwangerschaft an (Frim et al, 1988) und kann am Termin in hohen
Konzentrationen im mdutterlichen und fetalen Blut als auch in der
Amnionflussigkeit nachgewiesen werden (Florio, 2002/ Toricelli, 2007).
Majzoub et al entwarfen ein schematisches Modell der CRH- Wirkung wéahrend
der Schwangerschaft: das plazentare CRH stimuliert die fetale ACTH-
Freisetzung, welches seinerseits die Kortisol-und DHEAS-Freisetzung aus der
fetalen Nebenniere steigert. DHEA-S wird zu DHEA metabolisiert und zu
Estrogen aromatisiert (Majzoub, 1999). Der Anstieg des CRH bewirkt den
Hyperkortisolismus der Schwangerschaft (Goland et al, 1988).

Infektionen als auch hypoxische Veranderungen konnen durch lokale Wirkung
auf die fetomaternale Grenzflache zu einer Steigerung der CRH- Produktion
Uber die Plazenta fuhren. Weiterhin kdnnen chronischer Stress, intrauterine
Wachstumsretardierung und auch die schwangerschaftsinduzierte Hypertonie
einen vorzeitigen Anstieg des CRH im mutterlichen Serum auslésen (Warren et
al, 1995).

Ein spezifisches Bindungsprotein, das CRH- Bindungsprotein, bindet mit hoher
Affinitat das zirkulierende CRH (Woods et al, 1994) und verhindert somit seine
Bindung an den Rezeptor und Wirkung in den Zielzellen. Fast wahrend der
gesamten Schwangerschaft ist die Konzentration des CRH- Bindungsproteines
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im mautterlichen Serum ausreichend hoch, um die CRH Konzentration
weitgehend zu neutralisieren. In den letzten finf Wochen kommt es gemeinsam
mit dem rapiden Anstieg der CRH- Konzentration zu einem rapiden Abfall des
CRH-Bindungsproteins im mutterlichen Serum. Schon 48 Stunden nach der
Geburt sinkt die CRH —Bindungsprotein Konzentration auf Normalwerte ab
(Linton et al, 1993).

Somit kdnnte das Verhaltnis von CRH zu seinem Bindungsprotein fur die
Prognose einer Frihgeburt benutzt werden (Berkowitz et al, 1996).

2. Ziel der Arbeit

Der Mechanismus, der beim Menschen die Geburt am Termin, aber auch die

Frihgeburt, auslost, ist bisher nicht ausreichend untersucht worden. Zweifellos
spielen Estrogen- und Progesteron-vermittelte Prozesse dabei eine
entscheidende Rolle. Da bislang entsprechende Untersuchungen nicht
vorliegen, sollten die Konzentrationen der Estrogen- und Progesteron-
Rezeptoren im unteren Uterinsegment des Menschen in verschiedenen Stadien

der Geburt am Termin bestimmt werden.

3. Patientinnen und Methoden

3.1 Patientinnen

Die Untersuchung wurde mit Zustimmung der Ethikkommission des

Universitatsklinikums der RWTH Aachen (Protokollnummer EK453)

durchgefuhrt.

Gewebe aus dem unteren Uterinsegment wurde bei 70 Patientinnen wahrend

Kaiserschnitt-Operationen am  Geburtstermin (37 0 bis 41 6

Schwangerschaftswochen) mit einer Muttermundsweite von <2 cm, 2- <4 cm,
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4- 6 cm oder >6 cm gewonnen. Die Muttermundsweite wurde kurz vor der
Durchfiihrung der Kaiserschnitt-Operation von einem erfahrenen Geburtshelfer
durch Palpation ermittelt und im Protokollbuch notiert. Anhand der
Muttermundweiten wurden die Patientinnen in vier Gruppen eingeteilt.

Die GruppengroRen der Patientinnen bei Bestimmung der Ostrogen-Rezeptor-
Konzentrationen ( <2cm: n=10; 2 bis <4cm: n=8; 4 bis 6cm: n=9; >6cm: n=9)
und der Progesteron — Rezeptorkonzentrationen (<2cm: n=9; 2 bis <4cm: n=10;
4 bis 6cm: n=10; >6cm: n=9) waren unterschiedlich, da die Gewebeproben in
einigen Fallen nicht fur die Bestimmung beider Rezeptoren ausreichten.
Zwischen den Patientinnengruppen bestanden hinsichtlich der Paritat, dem
Geschlecht und Geburtsgewicht der Kinder keine signifikanten Unterschiede
(Tab.1 und Tab.2).

Tabelle 1: ER/Demographische Daten der Patientinnen in Abh&angigkeit von

der Muttermundsweite (Median, 25ste und 75ste Perzentile)

Muttermundsweite in cm
<2 (n=10) 2 -<4 (n=8) | 4-6 (n=9) >6 (n=9)
Primipara (n) 4 2 6 5
Geschlecht Kind 8/2 2/6 4/5 3/6
(w/m)
Geburtsgewicht 3175 3315 3215 3610
(9) (2980-3350) | (3125-3450) | (3060-3430) | (3250-4540)
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Tabelle 2: PR/Demographische Daten der Patientinnen in Abhangigkeit von

der Muttermundsweite (Median, 25.-75. Perzentile)

Muttermundsweite in cm
<2 (n=9) 2 -<4 (n=10) | 4-6 (n=10) >6 (n=9)
Primipara (n) 3 4 7 4
Geschlecht Kind | 6/3 3/7 6/4 5/4
(w/m)
Geburtsgewicht 3050 3315 3430 3400
(9) (2930-3240) | (3050-3950) | (3215-3720) | (3010-3680)

3.2 Probengewinnung

Zwischen Januar 1996 und Juni 1998 erfolgte bei 51 Patientinnen, die wegen
eines pathologischen fetalen Herzfrequenzmusters oder wegen eines
zephalopelvinen  MiRverhaltnisses in  Terminnahe (37+0 bis 41+6
Schwangerschaftswochen) durch Kaiserschnitt entbunden wurden, eine
Gewebeentnahme aus dem unteren Uterinsegment. Aus der Studie
ausgeschlossen  wurden Patientinnen  mit  Hinweisen auf ein
Amnioninfektionssyndrom, sowohl klinisch (Fieber tiber 38°C in Verbindung mit
Leukozytose, palpatorisch druckschmerzhafter Uterus, f6tide riechende
AmnionflUssigkeit und fetale Tachykardie) als auch histologisch (nach Kriterien,
die bei Winkler et al, 1997, beschrieben werden). Danach wurde die Herkunft
der Proben aus der Zervix morphologisch im H&matoxylin/Eosin-gefarbten
Schnitt durch einen unabhangigen Pathologen verifiziert. Die Entnahme und
Aufarbeitung der Gewebeproben wurde nach einem standarisiertem Verfahren
vorgenommen (Winkler et al., 1998). Die Uterotomie erfolgte immer etwa 1 cm
kaudal der Umschlagsfalte des Peritoneums von der Harnblase auf die
Uterusvorderwand. Aus der unteren uterinen Schnittkante wurde in der
Medianlinie mit einer Schere ein Gewebestreifen exzidiert, der vom

Perimetrium bis zum Endometrium alle Schichten der Uteruswand enthielt.
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Dieser wurde gleich nach der Entnahme in physiologischer Kochsalzldsung
gespilt, mit Pinzette und Skalpell von Verunreinigungen durch Blut,
Fruchtwasser, Eihaut, Mukosa usw. befreit und in ca. Y cm3 grole
Gewebestlicke aufgeteilt.

Innerhalb von 15 Minuten wurde das Gewebe in flissigem Stickstoff bei —196°

C schockgefroren und bis zur Weiterverarbeitung bei -80°C gelagert.

3.3 Probenaufbereitung

Die Gewebeproben wurden in gefrorenem Zustand mit einer Kugelmuhle
(Dismembrator, Braun, Melsungen) homogenisiert. Das pulverisierte Gewebe
wurde anschlieBendem mit 10 Volumeneinheiten eines gekuhlten, auf 1mmol/l
eingestellten Monothioglycerinpuffers verdinnt, welcher am Tag der
Untersuchung folgendermalRen  hergestellt wurde:  Konzentriertes
Monothioglycerin wurde mit destilliertem oder entionisiertem Wasser im
Verhaltnis 1:10 verdiannt. 50 ml des verdiinnten Monothioglycerins wurden zu
50 ml der Pufferstammlésung zugegeben, so dass sich eine Konzentration von
1 mmol/l einstellte. Der Homogenisierungspuffer wurde bis zum Gebrauch bei 2
— 8°C aufbewahrt. Reste des Puffers wurden am Ende des Arbeitstages
verworfen.

Das Homogenat wurde bei 2-8 C° und 200 000 x g 45 Minuten lang
zentrifugiert. Das Zytosol, also der Uberstand, wurde in ein vorgekihltes

Reagenzglas dekandiert und zur weiteren Verarbeitung auf Eis gekuhilt.

3.4 Rezeptorenbestimmung im Zytosol

In dieser Arbeit wurden die Estrogen a- und die Progesteron A und B -Rezeptor
-Konzentrationen bestimmt. Die Rezeptor -Bestimmung fand mittels
kommerziell verfigbarer Solid-Phase-Enzymimmunoessays (Abbott PR- und
ER- EIA Monoklonal, Abbott, Wiesbaden) statt. Dabei wurden Kugeln, die mit
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anti- Progesteron bzw. anti- Estrogen- Rezeptor- Antikérpern (Ratte,
monoklonal) beschichtet sind, mit den Zytosolproben der Patientinnen, den
Standards und den Kontrollen bei 2-8°C fur 18 h inkubiert. Das in den Proben
vorhandene Progesteron/Estrogen wurde an das anti-PR/ER auf der
Kugeloberflache gebunden. Ungebundenes Material wurde durch Waschen der
Kugeln mit 10 ml destilliertem Wasser mittels einer Waschanlage (Pentawash)
entfernt. Dann wurden die Kugeln mit anti-PR/ER (Ratte, monoklonal), welches
mit Meerrettich-Peroxidase konjugiert ist (anti-PR/ER:HRPO), inkubiert.
Erneutes Waschen der Kugeln mit 10 ml destilliertem Wasser entfernte das
ungebundene Konjugat. Anschlieend wurden die Kugeln mit OPD-
Substratlosung inkubiert. Die OPD-Substratldsung wurde zehn bis funfzehn
Minuten vor Beginn der Farbentwicklung hergestellt. Abhangig von der Anzahl
der zu untersuchenden Proben wurde die entsprechende Anzahl von OPD (o-
Phenylendiamin + 2 HCI) Tabletten in einer vorgegebenen Menge OPD-L6sung
(Citrat-Phosphat-Puffer mit 0,02% Wasserstoffperoxid und Bakteriziden)
aufgelost. Es musste darauf geachtet werden, dass die Reagenzien
Raumtemperatur besitzen, die Losung keinem direkten Licht ausgesetzt und
innerhalb von 60 Minuten nach Herstellung verbraucht wurde. Die OPD-
Substratldsung reagierte mit der Meerrettichperoxidase und fihrte zu einer
gelb-orangen Farbung der Proben. Die Farbintensitat war innerhalb des
Arbeitsbereiches des Assays proportional zur in der Probe vorhandenen PR
bzw. ER-Menge. Die Enzymreaktion wurde durch Zugabe von 1 N
Schwefelsaure  gestoppt und die entstandene Farbung  mittels
Spektralphotometer bei 492 nm gemessen.

Durch Auftragen der PR/ ER- Konzentrationen der Standards gegen die
zugehdrigen Extinktion wurde bei der Durchfihrung jedes
Enzymimmunoassays eine  Standardkurve erstellt. Die Rezeptor-
Konzentrationen der Proben, die gleichzeitig mit den Standards gemessen
wurden, konnten aus der Kurve abgelesen werden. Es erfolgten jeweils
Doppelbestimmungen. Die abgelesenen Probenwerte mussten mit zwei
multipliziert werden, da die Zytosole im Test 1:2 verdunnt wurden. Schlie3lich
wurden die Probenwerte auf die Proteinkonzentration im Zytosol bezogen.
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Die Empfindlichkeit des Estrogen-Rezeptor-immunoassays betrug 0,5 fmol/mg
Protein, der Intraassay-Variationskoeffizient 5-11% und der Interassay-
Variationskoeffizient 5-9%. Fur den Progesteron-Rezeptor-Imunoassay betrug
die Empfindlichkeit 1,7 fmol/mg Protein, der Intraassay-Variationskoeffizient 5-

8% und der Interassay- Variationskoeffizient 10-14%.

3.5 Materialien und Geréate

Die verwendeten Materialien und Geréate stammen von folgenden Firmen:

Abbott, Wiesbaden:

Solid- Phase- Enzymimmunoassay, Abbott PR- und ER- EIA Monoklonal,
Abbott, Wiesbaden

Waschanlage, Pentawash, Abbott

Braun-Melsungen, Melsungen:

Micro-Dismembrator, Kugelmuhle

Beckman Coulter, Deutschland:
Ultrazentrifuge, Beckman Optima TM L-50
Spektralphotometer, Modell 24

Boehringer, Mannheim:

Analysenautomat Preciset

Merck, Darmstadt:
TRIS, EDTA, HCI,

Delta Pharma, Pfuhlingen:
Aqua ad
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Die Grundchemikalien stammen im Allgemeinen von Merck, Darmstadt. Alle
verwendeten Chemikalien hatten p.a. Qualitat. Es wurde durch eine Millipore-
Anlage gereinigtes Wasser verwendet.

3.7 Bestimmung der Proteinkonzentation im Zytosol

Die Proteinbestimmung erfolgte turbidimetrisch nach der Methode von Luxton
et al. (Luxton et al, 1989) an einem Analysenautomaten (Preciset, Boehringer,

Mannheim).

3.8 Statistische Methoden

Unterschiede der Befunde in den vier nach dem Grad der Muttermundsé6ffnung
definierten Patientinnengruppen wurden mit Hilfe des Wilcoxon Rank Sum
Tests, Unterschiede in der Paritdt und der Geschlechtsverteilung der Kinder
wurden mit Hilfe des Chi Quadrat Tests Uberprift. Statistische Signifikanz

wurde bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit <5% angenommen.

4. Ergebnisse

4.1 Konzentrationen des Ostrogenrezeptors

Die mediane  Ostrogen-Rezeptor-Konzentration  betrug bei  einer
Muttermundsweite von <2 cm 2,12 fmol/mg Protein (25.-75. Perzentile: 1.46-
3,46 fmol/mg Protein) und bei einer Muttermundsweite von 2-<4 cm 2,03
fmol/mg Protein (25.-75. Perzentile: 1,40-3,87 fmol/mg Protein), fiel bei 4-6 cm
eroffneten Muttermund signifikant auf 1,08 fmol/mg Protein (25.-75. Perzentile:

0,87-1,28 fmol/mg Protein) ab und stieg bei einer Muttermundsweite von >6
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cm auf 2.00 fmol/mg Protein (25.-75. Perzentile: 0,97-2,55 fmol/mg Protein) an
(Abb.4).
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Abb.4: Mediane Estrogen-Rezeptor-Konzentrationen (fmol/mg Protein; 25.-75.
Perzentile) im unteren Uterinsegment 0in  Abhangigkeit von der

Muttermundsweite (*p<0,05 gegeniiber <2 cm und 2-<4 cm)

4.2 Konzentrationen des Progesteronrezeptors

Die  mediane  Progesteron-Rezeptor-Konzentration lag bei  einer
Muttermundsweite von <2cm bei 84,7 fmol/mg Protein (25.-75. Perzentile: 41,5-
105,6 fmol/mg Protein), fiel bei einer Muttermundsweite von 2-<4 cm auf 36,6
fmol/mg Protein (25.-75. Perzentile: 32,3-79,5 fmol/mg Protein) ab und
erreichte  bei weiterer Muttermundseréffnung wieder annahernd die
Ausgangswerte. Im Genaueren betrug die mediane Progesteron-Rezeptor-
Konzentration bei einer Muttermundsweite von 4-6 cm 75,7 fmol/mg Protein

(25.-75. Perzentile: 54,8-97,0 fmol/mg Protein) und bei einer Muttermundsweite
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von >6 cm 83,7 fmol/mg Protein (25.-75. Perzentile: 56,2-88,1 fmol/mg Protein)
(Abb.5).
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Abb 5: Mediane Progesteron-Rezeptor-Konzentrationen (fmol/mg Protein; 25.-
75. Perzentile) im unteren Uterinsegment in Abhéangigkeit von der

Muttermundsweite (*p<0,05 gegeniiber <2 cm;**p<0,05 gegeniiber 2-<4 cm)

5. Diskussion

Bei der Muttermundserdffnung spielen Estrogene und Progesteron eine
zentrale Rolle. Beide Hormone erreichen ihre Wirkung in den Zielzellen tber
Bindung an die spezifischen Rezeptoren.

In dieser Arbeit wurden die Konzentrationen der Estrogen a- und Progesteron
A und B- Rezeptoren im unteren Uterinsegment gemessen, um deren Rolle

beim Prozess der Muttermundseroffnung zu untersuchen.
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Da aus ethischen und methodischen Grinden die Entnahme von Gewebe aus
der Zervix von schwangeren Frauen nicht mdoglich ist, stammen die
untersuchten Proben alle aus dem unteren Uterinsegment in der Nahe des
inneren  Muttermundes von Patientinnen bei Sectio cesarea. Die
Veranderungen im Gewebe des unteren Uterinsegments unter der Geburt sind
mit den Veréanderungen im Gewebe der Zervix vergleichbar (Granstrom et al,
1989), so dass die Ergebnisse dieser Arbeit auf die Zervix bezogen werden
kbnnen.

Die von uns gemessene mediane ER- Konzentration fallt bei einer
Muttermundsweite von 2-<4cm ab, fallt dann signifikant weiter ab um bei einer
Muttermundsweite von >6 cm wieder leicht anzusteigen.

Die von uns gemessene mediane PR- Konzentration bei einer MMW von <2cm
betrug 84.7 fmol/mg Protein fiel bei einer Muttermundsweite von 2-<4cm
signifikant auf etwa 36.6 fmol/mg Protein ab um dann auf die Ausgangswerte
wieder anzusteigen.

Unsere Ergebnisse am Beginn der Muttermundseréffnung (MMW <2cm)
stimmen mit den Messungen von Khan Dawood und Dawood, die sie bei
Frauen mit Sectio cesarea vor Beginn der Wehentatigkeit mittels Scatchard-
Analyse ermittelten, tberein (Khan Dawood and Dawood, 1984).

Rezapour et al benutzten denselben Enzymimmunoassay und fanden bei
Frauen am Termin ohne Wehentatigkeit zu Beginn der Muttermundseroffnung
eine mediane PR-Konzentration von 40 fmol/mg Protein. Bei einer MMW von
>4cm stellten sie ebenfal, wenn auch gering, einen Abfall der PR-
Konzentration fest. Im Gegensatz zu unseren Ergebnissen konnten sie keine
signifikanten Veranderungen der ER-Konzentration unter der Geburt
feststellen, wobei zu bemerken ist, dass in dieser Studie in der
Patientinnengruppe >4cm keine weitere Differenzierung gemacht wurde
(Rezapour et al, 1997).

Stjernholm et al bestimmten die Rezeptorkonzentrationen im Gewebe der
Zervix von schwangeren Frauen unmittelbar vor der Geburt und postpartal und
verglichen diese mit den Konzentrationen im Zervixgewebe von nicht

schwangeren Frauen. Sie zeigten, dass sowohl die ER-a als auch die PR-

41



Konzentration bei schwangeren Frauen signifikant niedriger waren als bei nicht
schwangeren Frauen (Stjernholm et al 1996, 1997). Wie bei der vorliegenden
Arbeit erfolgte keine Differenzierung zwischen PR A und PR B.

In spateren Studien wurden die Konzentrationen des PR A und des PR B
getrennt bestimmt, wobei eine Veranderung der Ratio PR A/ PR B mit 10
fachem Anstieg der PR A mRNA im Vergleich zur mRNA PR B Konzentration
im unteren Uterinsegment bei Termingeburt mit Wehentatigkeit festgestellt
wurde (Mesiano et al, 2002). Da der PR A die Transkriptionsaktivitdt des PR B
inhibiert (Pieber et al, 2001) und der PR B die Expression des ER-a senkt, fuhrt
die Verschiebung des Verhaltnisses PR A/ PR B zugunsten der PR A offenbar
zur Steigerung der ER-a Expression und folglich zu einer verminderten
Wirkung des Progesterons mit steigender Wirkung der Estrogene (Mesiano et
al, 2002).

Der Abfall der PR-Konzentration bewirkt trotz der konstant hohen Serum-
Progesteron-Werte am Ende der Schwangerschaft eine Verminderung der
Progesteronwirkung in den Zellen der Zervix. Es ist zu vermuten, dass eine
Aktivierung von Fibroblasten erfolgt, die am Ende der Schwangerschaft zu
einem katabolen Proteoglykanstoffwechsel fihren (Rath, 2004). Gleichzeitig mit
dem Abfall der PR-Konzentration kann ein signifikanter Anstieg von
chemotaktischen und proinflammatorischen Zytokinen beobachtet werden
(Winkler et al, 1998b). Insbesondere kann eine gesteigerte Produktion des IL-8
aus zervikalen Fibroblasten belegt werden, die einher geht mit der Invasion des
zervikalen Stromas durch neutrophile Granulozyten und einem Anstieg der
Konzentrationen von proteolytischen Enzymen (z.B. MMP 8, MMP 9) (Winkler
et al, 1999).

Progesteron hemmt die Migration von Makrophagen und Neutrophilen in den
Uterus (Hunt et al, 1998) und supprimiert die IL-8-Produktion durch
Fibroblasten. Der Abfall der PR-Konzentration fihrt demnach wahrscheinlich zu
einer Abnahme der Progesteronwirkung in den Zielzellen mit Anstieg der IL-8-
Produktion und fuhrt zur Invasion des zervikalen Stromas durch neutrophile

Granulozyten und damit zur progressiven Muttermundser6ffnung (Winkler et al,
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2002). Beim Menschen fuhrt die Behandlung der Zervix mit PR-Antagonisten
zur Muttermundserd6ffnung (Elliott et al, 1998).

Der Abfall der ER-Konzentration und die konstant niedrigen Werte wéahrend der
Muttermundseroffnung konnen die schon friher beschriebene foérdernde
Wirkung der Estrogene auf die Muttermundser6ffnung nicht erklaren. Jedoch
muss angemerkt werden, dass in dieser Arbeit nur die ER-a Konzentration
bestimmt wurde. In einer spateren Studie konnte gezeigt werden, dass die
Konzentration des ER-B im Gegensatz zu der des ER-a wéhrend der Geburt
ansteigt, den ER-a moduliert und den PR supprimiert, so dass es zu einer
verminderten Progesteronaktivitat in der Zervix kommt (Weihua et al, 2000,
Wang, 2001).

5.1 Hypothetisches Modell der Zervixreifung

Fetus Plazenta Zervix

ACTH Estrogene Adhé&sionsmolekiile

+—

Prostaglandine l + Adhas./Extravas. von

- Neutrophilen
Fibroblast \

+
NNR DHEAS COX-2 IL-8 Degran. von
\1—\ " ol Neutrophilen

Cortisol CRH Progesteron Proteolyse —

\; \PRI IL-1R

+ 17a-Hydroxylase
+ +
i + —
SPA fetale Makrophagen Zytokine NF-kB " PR

Abb.6: Modell der Muttermundseroffnung: Rolle der Ostrogen- und

Progesteronrezeptoren
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Die hier vorgestellten Ergebnisse der Estrogen a- und Progesteron A und B-
Rezeptor -Konzentrationen im unteren Uterinsegment kénnen mit den bisher
veroffentlichten Erkenntnissen tber die Muttermundser6ffnung in einem Modell
zusammengefasst werden (Abb.6).

Auf der einen Seite stehen die lokalen Ereignisse im Bereich der Zervix, die
wahrscheinlich durch den Abfall der Progesteronrezeptorkonzentration
wahrend der aktiven Geburtsphase eingeleitet werden. Die abnehmende
Progesteronwirkung bewirkt die gesteigerte Produktion von IL-8 durch
Fibroblasten mit darauffolgernder Chemotaxis und Degranulation von
neutrophilen Granulozyten. TNF-a und IL-13 aus aktivierten Makrophagen
fuhren zur Expression von Adhéasionsmolekilen, die die Adhéasion und
Extravasion von Neutrophilen bewirken. Diese setzen Proteasen frei, die auf
das in der Zervixreifung destabilisierte kollagene Faserwerk treffen, und dieses
abbauen. Dieser Prozess wird durch einen ansteigende Produktion der
Protease-Inhibitoren TIMP-1 und a2-Makroglobulin im unteren Uterinsegment
zeitlich begrenzt und damit die weitergehende Gewebelyse verhindert

Auf der anderen Seite stehen Fetus und Plazenta. Grosse Mengen an CRH,
die vom Synzytiotrophoblasten der Plazenta produziert werden, stimulieren die
ACTH- Freisetzung aus der Hypophyse des Feten und fuhren zur Freisetzung
von Kortisol und DHEAS aus der fetalen NNR. Kortisol wiederum stimuliert die
Produktion von CRH in der Plazenta und verstarkt diesen Regelkreis.
Gegenspieler ist Progesteron, welches die CRH- Produktion inhibiert.

DHEAS wird in der Plazenta zu Estrogen metabolisiert und antagonisiert die
Wirkung des Progesterons in der Zervix.

CRH scheint ebenfalls die Freisetzung des Surfactant Protein A aus den
Alveolarpneumonozyten zu stimulieren. SPA fuhrt zur Aktivierung von fetalen
Makrophagen, die in den Uterus wandern und mittels Zytokinen den uterinen
NF-kB aktivieren, der bei der Entziindungsantwort beteiligt ist.

Der NF-kB fuhrt direkt Uber Steigerung der Expression von Genen, die die
uterinen Kontraktionen kodieren und indirekt GUber Blockade des PR zur

Kontraktion des Uterus.
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6. Zusammenfassung

Progesteron und Estrogene spielen eine zentrale Rolle in der Erhaltung der
Schwangerschaft und bei der Geburt durch Beeinflussung des Myometriums
und des Muttermundes.

In dieser Studie wurden die Konzentrationen des Estrogen-Rezeptors a- und
des Progesteron-Rezeptors A und B im unteren Uterinsegment mittels Enzym-
Immuno-Assays bestimmt.

Die untersuchten Proben wurden nach der palpatorisch ermittelten
Muttermundsweite in vier Gruppen eingeteilt.

In jeder Gruppe wurden die Mediane der Rezeptorkonzentrationen bezogen auf
den den Gesamtproteingehalt ermittelt, um deren Verlauf wéahrend der Geburt
beschreiben zu kénnen. Die Gruppen untereinander wurden in ihren Medianen
verglichen.

Die mediane ER- Konzentration fiel bei einer Muttermundsweite von 2-<4 cm
gering ab, um bei einer MMW von 4-6 cm weiter signifikant abzufallen und
letztlich bei einer MMW von >6 cm leicht anzusteigen, ohne jedoch die
Ausgangswerte zu erreichen.

Die mediane PR- Konzentration fiel bei einer MMW von 2-<4 cm signifikant ab,
um dann wieder signifikant anzusteigen und annahernd die Ausgangswerte zu
erreichen.

Die Down-Regulation der Progesteron-Rezeptoren fuhrt zu einer Verminderung
der Progesteronwirkung in den Zielzellen.

Die Ergebnisse sprechen fiir eine zentrale Rolle des PR bei der
Muttermundserdffnung und unterstitzen die Hypothese, wonach der Abfall der
Progesteronrezeptorkonzentration ein entscheidender Faktor im Prozesses der

Muttermundser6ffnung beim Menschen sein kdnnte.
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