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1. EINLEITUNG

1. Einleitung

1.1 Plazentare Heparanase

Die Heparanase (HPSE) ist eine Endo-3-D-Glucuronidase, die am Ab- und Umbau
der extrazellularen Matrix (EZM) beteiligt ist [123]. Eine der am starksten
erforschten Funktionen der Heparanase ist die Abspaltung der Heparansulfat-
Seitenketten [76], welche, wie die Heparansulfat-Proteoglykane (HSPG), eine
wichtige Funktion bei dem Zusammenhalt von Zellverbanden und deren
Verankerung in der Basalmembran haben. Aufgrund dieser Eigenschaften wird
angenommen, dass die HSPG die Zellvermehrung und —wachstum beeinflussen
[21, 47]. HPSE wird sowohl in menschlichem [40, 57] als auch in tierischem [72]
plazentarem Gewebe exprimiert und scheint sowohl im Prozess der Implantation
als auch der Plazentation eine Schlisselrolle zu spielen [55]. Ihre Expression ist
jedoch nicht auf plazentares Gewebe beschrankt: Auch in Blutplattchen,
Keratinozyten und aktivierten Zellen des Immunsystems konnte unter
physiologischen Bedingungen HPSE nachgewiesen werden. Im Gegensatz hierzu
zeigen sich die meisten normalen Epithelien in der immunhistochemischen
Farbung negativ fur HPSE [85, 123]. In den letzten Jahren gewann die HPSE
aufgrund ihrer nachgewiesenen Uberexpression bei inflammatorisch bedingten
Erkrankungen, bei Autoimmun-Erkrankungen wie z.B. chronisch entzindlichen
Darmerkrankungen [128] und vor allem bei verschiedenen Arten von
Karzinomerkrankungen [125] zunehmend an Bedeutung. Eine HPSE-
Uberexpression geht bei Malignomen mit gesteigerter Angiogenese, Invasivitat
und metastatischem Verhalten einher [125] und ist mit einer verklrzten

Uberlebenszeit der betroffenen Patienten assoziiert.

Es wurde zudem gezeigt, dass Hyperglykdmie die HPSE-Expression in renalen
Epithelzellen [70] und die Ausscheidung von HPSE steigert, was mit einem
verminderten Gehalt an Heparansulfat in der glomeruléaren Basalmembran und
somit einer erhéhten Permeabilitit derselben einhergeht. Diese durch
Hyperglykdmie induzierten  Veranderungen erhdhen das Risiko fir

Nierenfunktionsstérungen, Proteinurie und diabetische Nephropathie [118].
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Bei Patientinnen mit Gestationsdiabetes konnte nachgewiesen werden, dass die
plazentare MRNA-Konzentration und Protein-Expression einiger
Wachstumsfaktoren sowie deren Rezeptoren [38], Peroxisom-Proliferator-
aktivierte Rezeptoren (PPAR) [43] und Glucosetransporter im Vergleich zu
normoglykdm Entbindenden veréndert sind.

Offen bleibt, ob eine verdnderte Expression von HPSE in Plazenten von
Patientinnen mit Gestationsdiabetes oder mit einer der wichtigsten hypertensiven
Schwangerschaftserkrankungen, der Praeklampsie, im Vergleich zu einer
gesunden Kontrollgruppe vorliegt. Durch die Klarung dieser Frage soll eine Basis
fur weitere medikamentdse Therapiemoglichkeiten des Gestationsdiabetes und
der Praeklampsie sowie ein tiefgreifenderes Verstandnis der trotz ihrer steigenden
Pravalenz in der Pathophysiologie noch recht unverstandenen Erkrankungen
geschaffen werden.

1.2 Pathologische Schwangerschaftsverlaufe
1.2.1 Gestationsdiabetes
1.2.1.1 Definition

Gestationsdiabetes (GDM) ist definiert als eine Glukosetoleranzstorung, die
erstmals in der Schwangerschaft mit einem 75g oralen Glukosetoleranztest
(oGTT) unter standardisierten Bedingungen und Uber eine qualitatsgesicherte
Glukosemessung aus vendsem Plasma diagnostiziert wird. Die Diagnose kann
bereits mit nur einem erhdhten Glukosewert gestellt werden [64]. Die
Stoffwechselstérung  entwickelt sich typischerweise erst ab der 20.

Schwangerschaftswoche (SSW).

Die aktuellen Leitlinien der Deutschen Diabetes Gesellschaft (DDG) und der
Deutschen Gesellschaft fir Gynékologie und Geburtshilfe (DGGG) empfehlen
noch im ersten Trimenon der Schwangerschaft die Durchfihrung einer
Risikoanalyse zum Ausschluss eines manifesten Diabetes mellitus (siehe

Tabelle 1). Liegt bei der untersuchten Patientin mindestens ein Risikofaktor vor,
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folgt die Messung der Gelegenheitsglukose oder der Nuchternglukose. Die
Grenzwerte sind in Tabelle 2 aufgeflhrt.

Die Definition des manifesten Diabetes entspricht der aul3erhalb einer
Schwangerschaft. Damit fallen ein manifester Typl oder Typ2 Diabetes mellitus
oder andere spezifische Diabetes-Formen, die erstmals wahrend der
Schwangerschaft diagnostiziert werden, nicht mehr unter die Diagnoseklasse des
GDM [64].

Alter > 45 Jahre

BMI 30 kg/m? prakonzeptionell

korperliche Inaktivitat

Verwandte I° mit Diabetes mellitus

Angehdrige einer ethnischen Risikopopulation (z.B. Asiatinnen, Lateinamerikaner)
Geburt eines Kindes 2 4500 g
Gestationsdiabetes in der Vorgeschichte

arterielle Hypertonie oder Einnahme von Medikamenten zur Therapie
Dyslipidamie prakonzeptionell (HDL-Cholesterin <35 mg/dl und/oder Triglyzeride >250 mg/dl)
Polyzystisches Ovarsyndrom

Pradiabetes bei friiheren Tests

andere klinische Zustande, die mit Insulinresistenz assoziiert sind

bekannte koronare Herzkrankheit, periphere arterielle Verschlusskrankheit,
zerebralarterielle Durchblutungsstérung

Einnahme kontrainsulindrer Medikation (z.B. Glukokortikoide)

Tabelle 1: Risikoanalyse auf manifesten Diabetes mellitus bei Erstvorstellung in der
Schwangerschaft nach [64]

Gelegenheits- | Nuchtern- | Gelegenheits- | Nichtern-
glukose glukose glukose glukose
Erstmessung Zweitmessung

Normalbefund <200 mg/dl <92 mg/dI - -
manifester - - 2200 mg/dl | 2126 mg/dI
Diabetes
Gestations- - - - 92-125
diabetes mg/dl

Tabelle 2: Auswertung des Glukosetests im ersten Trimenon bei erhéhtem Risiko, aus [64]
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Liegt bei der Patientin kein Risikofaktor vor, besteht die Mdglichkeit zwischen der
24. und 28. SSW den bereits 0. g. 75g-0GTT durchzufuhren, dessen Grenzwerte
in Tabelle 3 nachzulesen sind.

Vor kurzem ist diese Untersuchung ein obligater Bestandteil der Screening-
Untersuchungen im Rahmen der Schwangerschaftsvorsorge geworden [64].

Fallt der oGTT zwischen der 24. und 28. SSW unauffallig aus, so empfiehlt die
DGGG eine Wiederholung des Tests zwischen der 32. und 34. SSW. Weicht nur
einer der Werte ab, spricht man von einer eingeschrankten Glukosetoleranz (IGT
= impaired glucose tolerance).

nuchtern nach 60 min nach 120 min
Normalbefund <92 mg/dl <180 mg/dl <153 mg/dl
Gestationsdiabetes >92 mg/dl > 180 mg/dl >153 mg/dl

Tabelle 3: oGTT (oraler Glukosetoleranztest) zwischen 24. und 28. SSW, aus [64]

1.2.1.2 Pathophysiologie

Neben einer genetischen Pradisposition spielen bei der Entwicklung eines GDM
vor allem Ubergewicht und die damit oft verbundenen Life-style-Faktoren
(mangelnde sportliche Betatigung, hyperkalorische Ernahrung) eine grof3e Rolle
[64].

In der zweiten Halfte der Schwangerschaft kommt es physiologischerweise zu
einer Insulinresistenz durch antiinsulinédr wirkende Schwangerschaftshormone. Bei
gleichzeitigem Insulinsekretionsdefekt im Rahmen eines GDM kommt es hierdurch
zu einer maternalen und konsekutiv zu einer fetalen Hyperglykéamie [64]. Man geht
davon aus, dass bei Patientinnen mit GDM bereits prakonzeptionell eine
Herabsetzung der Insulinsensitivitat besteht, welche durch antiinsulinére
Schwangerschaftshormone wie Prolactin, Progesteron, Estriol, Kortisol, Thyroxin
und humanes Plazentalaktogen (hPL) ab der 20. SSW verstarkt wird und durch
die endogene Insulinsekretion nur unzureichend kompensiert werden kann [51].
Sowohl fir die Insulinresistenz als auch fir die Insulinsekretionsstérung stellen
eine genetische Disposition und die o. g. Life-style-Faktoren Risikofaktoren dar.

Dieselben Risikofaktoren weisen Patienten mit einem Typ2-Diabetes auf [127].



1. EINLEITUNG

Aufgrund des gemeinsamen Risikoprofils und der auch beim GDM vorhandenen
Insulinresistenz wird der GDM haufig als Pra-Typ2-Diabetes gesehen, dem
pathophysiologisch eine Insulinresistenz und ein Insulinsekretionsdefekt zugrunde

liegen [52].

1.2.1.3 Epidemiologie

Gestationsdiabetes ist eine weltweit zunehmende Erkrankung und eine der
haufigsten Schwangerschaftskomplikationen [46].

International schwanken die Angaben zur Pravalenz des GDM von < 1% bis 20%.
Die grof3en Unterschiede erklaren sich in erster Linie durch die Haufigkeit des
Typ2 Diabetes mellitus in der untersuchten Bevolkerung, das methodische
Vorgehen und die unterschiedlichen Bewertungskriterien fir den GDM. Auch steigt
weltweit die GDM-Pravalenz, die hochste weisen Hispano-Amerikanerinnen und
Asiatinnen auf. In der Untersuchung von Baraban war die Pravalenz bei weil3en

Frauen am niedrigsten (siehe Abbildung 1) [6].
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Abbildung 1: Pravalenz von GDM in verschiedenen ethnischen Gruppen, aus [6]
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In Landern ohne generelles Screening wird GDM haufig nicht erkannt und bleibt
deswegen oft unbehandelt [114, 131]. Dies zeigen die Perinatalerhebungen aus
Deutschland der Jahre 1995-1997 auf der Basis von mehr als zwei Millionen
Geburten mit einer Haufigkeit des GDM je nach Bundesland von 0,26% bis 1,44%.
Der Bundesdurchschnitt lag bei 0,47%. Eine H&aufigkeit des GDM unter 2% ist
nicht plausibel unter Berlcksichtigung von epidemiologischen Daten zur Haufigkeit
von Glukosetoleranzstérungen und Diabetes mellitus im reproduktionsfahigen
Alter [54].

1.2.1.4 Folgen fur Mutter und Kind

Die Haufigkeit matterlicher, besonders aber kindlicher Komplikationen, steht in
Zusammenhang mit den mautterlichen Blutglukosewerten, wobei kein als
unbedenklich einzustufender Schwellenwert existiert. So findet man bereits bei
eingeschrankter Glukosetoleranz (IGT) [133] eine dem GDM vergleichbare fetale
Morbiditat [61, 102, 104].

Patientinnen mit GDM haben wahrend der Schwangerschaft ein erhéhtes Risiko
far Harnwegsinfekte, schwangerschaftsinduzierte Hypertonie und
Praeklampsie/Eklampsie [131]. Es steigen die Raten an Sectiones und vaginal-
operativen Entbindungen [130].

Das Risiko, in einer Folgeschwangerschaft erneut eine Glukosetoleranzstérung zu
entwickeln, liegt bei 50% [68]. AulRerdem weisen Patientinnen mit
durchgemachtem GDM ein 40-50%iges Risiko auf, innerhalb von zehn Jahren
postpartal einen manifesten Diabetes mellitus, in der Regel Typ2, zu
entwickeln [83]. Faktoren, die dieses Risiko weiter erhéhen, sind in Tabelle 4 zu

finden.
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Blutglukose-Nuchternwert > 95 mg/dl kapillar und > 105 mg/dl im vendsen
Plasma

Insulinpflichtigkeit

Diagnose des GDM vor der 24. SSW
GDM in friherer Schwangerschaft

IGT im postpartal durchgefuhrten oGTT

Ubergewicht
Tabelle 4: Risikofaktoren fir die Entwicklung eines manifesten Diabetes mellitus, nach [56, 104]

Durch die Hyperglykdmie kommt es beim Feten zu einer gesteigerten
Insulinproduktion mit der Folge einer pankreatischen (3-Zell-Hypertrophie/-
Hyperplasie. Der fetale Hyperinsulinismus und seine Auswirkungen auf den
fetalen Organismus sollen fir die gehauft vorkommende Makrosomie mit der
Gefahr der Schulterdystokie, fir die erhdhten Raten neonataler Hypoglykamie,
Hypokalzamie, Polyglobulie, Hyperbilirubindmie und des Atemnotsyndroms

verantwortlich sein [130].

Bei unbehandeltem GDM kann es zum intrauterinen Fruchttod kommen. In bis zu
30% der fetalen Todesfélle muss ein unerkannter GDM als Todesursache
angenommen werden [101].

Fur Neugeborene ist ein maternaler (Gestations-) Diabetes auch unter anderen
Aspekten von hoher Bedeutung: Durch eine intrauterine funktionelle und/oder
morphologische Schadigung der fetalen [-Zellen im Rahmen des fetalen
Hyperinsulinismus wurde eine Disposition fur einen Diabetes nachgewiesen [36,
113].

So besteht bei nicht ausreichend behandeltem GDM der Mutter fur das Kind ein
erhohtes Risiko, bereits in der Pubertdt oder im frihen Erwachsenenalter
Ubergewicht und/oder eine Glukosetoleranzstérung oder einen Diabetes mellitus
zu entwickeln [88, 93, 112].
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1.2.2 Hyptertensive Schwangerschaftserkrankungen
1.2.2.1 Definition

Unter den Begriff ,Hypertensive Schwangerschaftserkrankungen® fallen
verschiedene Krankheitshilder wie die Gestationshypertonie, die Praeklampsie,
die schwere Praeklampsie, das HELLP-Syndrom, die chronische Hypertonie und
die Pfropfgestose. Im Folgenden werden die einzelnen Krankheitsbilder definiert.

Die Diagnose Gestationshypertonie wird gestellt, wenn nach der abgeschlossenen

20. SSW Blutdruckwerte = 140/90 mmHg ohne Proteinurie bei einer zuvor
normotensiven Schwangeren erhoben werden, welche sich zwolf Wochen nach

der Geburt normalisieren [63].

Die Praeklampsie, synonym auch als Gestose bezeichnet, ist definiert als

Gestationshypertonie und Proteinurie = 300 mg/24h, die nach der
abgeschlossenen 20. SSW aufgetreten sind [63].
Die Diagnose Praeklampsie kann auch gestellt werden, wenn zuséatzlich zur
Hypertonie bei Fehlen einer Proteinurie alternativ
- eine fetale Wachstumsrestriktion (IUGR (intrauterine growth restriction))
- eine Beteiligung der Leber (Transaminasenanstieg, Oberbauchschmerzen)
- Nierenfunktionsstérungen (Kreatinin = 0,9 g/l oder Oligurie < 500 ml/24 h)
- neurologische Probleme (schwere Kopfschmerzen, Sehstérungen) oder
- hamatologische Stérungen
erstmals nach der 20. SSW beobachtet werden [18].

Eine Praeklampsie wird dann als schwere Praeklampsie bezeichnet, wenn neben

der Gestationshypertonie und Proteinurie mindestens eines der folgenden
Kriterien erflllt wird [2, 18]:

- Nierenfunktionseinschrankung

- Leberbeteiligung

- Lungentdem oder Zyanose

- hamatologische Stérungen

- neurologische Symptome

- fetale Wachstumsrestriktion
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- Blutdruck = 170/110 mmHg
- Proteinurie 25 g/24 h.

Tonisch-klonische Krampfanféalle im Rahmen einer Praeklampsie, welche keiner
anderen Ursache zugeordnet werden konnen, sind als Eklampsie definiert.

Nur in etwa 50% sind die tonisch-klonischen Krampfanfalle mit schwerer
Hypertonie assoziiert und selbst bei fehlender Hypertonie oder Proteinurie méglich
(14-34% der Falle) [30, 69].

Das HELLP-Syndrom ist eine Sonderform der Praeklampsie und stellt ein

Akronym dar:

Haemolysis (hamolytische Anamie)

Elevated Liver enzyme levels (erhohte Leberwerte (GOT, GPT, GLDH, LDH, AP, GGT,
Bilirubin))

Low Platelet count (Thrombozytopenie)

In 5% bis 15% der Félle liegt bei Patientinnen mit einem HELLP-Syndrom keine
signifikante Proteinurie und in bis zu 20% der Félle keine Hypertonie vor, in 15%
fehlen gleichzeitig Hypertonie und Proteinurie [94].

Die chronische Hypertonie ist eine prakonzeptionell vorhandene Hypertonie oder

eine  Hypertonie mit Blutdruckwerten >140/90mmHg in der ersten

Schwangerschaftshélfte mit Persistenz tber mehr als zwolf Wochen postpartal.

Eine Pfropfgestose ist definiert als eine

- chronische Hypertonie kombiniert mit Gestationsproteinurie oder
- chronische Hypertonie und vor der 20. SSW bestehende Proteinurie und
- zusatzliche, nach der 20. SSW auftretende Entwicklung:
o eines plotzlichen Anstiegs der Proteinurie oder
o eines plotzlichen Blutdruckanstiegs oder
o eines klinischen oder laborchemischen Merkmals der schweren

Praeklampsie (s. 0.).

Ein aussagekraftiger Test zur sicheren Friherkennung der Praeklampsie steht

bislang nicht zur Verfigung [24]. Zur Risikoabschatzung koénnen aber

9
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anamnestische Angaben und Ergebnisse einer im ersten oder zweiten Trimenon

durchgefuhrten Dopplersonographie herangezogen werden.

Die Erhohung des Relativen Risikos (RR) je nach anamnestisch erhobenen

Risikofaktoren ist in Tabelle 5 dargestellt.

Schwangerschaftsassoziierte Risiken fur eine Praeklampsie sind in Tabelle 6

aufgelistet.

Anamnestische Risikofaktoren

Relatives Risiko

Lupus erythematodes mit Nephritis)

(RR: Relatives Risiko fur Praeklampsie) (RR)
Antiphospholipidsyndrom RR~9
Z.n. Praeklampsie RR ~7
Body Mass Index > 35 kg/m? RR ~ 4
Vorbestehender Diabetes mellitus RR ~ 3,5
Familiare Belastung RR ~3
Vorbestehende Nierenerkrankung RR ~3
Erstparitat RR~2,5
Alter > 40 Jahre RR ~2
Chronische Hypertonie Risiko 1
Sonstige Autoimmunerkrankungen (z.B. systemischer Risiko 11

Maternale hereditare Thrombophilie

Datenlage unklar

Fetale Thrombophilie

Datenlage unklar

Tabelle 5: Anamnestische Risikoabschatzung, eine Praeklampsie zu entwickeln, aus [26, 63]

Bilaterales Notching/erhdhter Resistance/Pulsatility-Index (RI/P1) der Aa.
uterinae, persistierend nach der 24. abgeschlossenen Schwangerschaftswoche

Mehrlingsschwangerschaft

Gestationsdiabetes

Hydrops fetalis, Trisomie, Blasenmole

Tabelle 6: Schwangerschaftsassoziierte Risiken, aus [26, 63]
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1. EINLEITUNG

Die Dopplersonographie uteriner Arterien liefert nach gegenwartigem
Wissensstand verlasslichere Informationen zur Vorhersage als die Bestimmung
biochemischer Marker [86]. Bei einem zwischen der 22. und 24. SSW erhobenen
abnormen Dopplersonogramm, gekennzeichnet durch Notches, persistierende
postsystolische  Inzisuren in der Dopplerkurve der Aa. uterinae
(siehe Abbildung 2), und/oder eine stark reduzierte diastolische Blutstromung, ist
im weiteren Schwangerschaftsverlauf in mehr als 60% mit dem Auftreten einer
Praeklampsie zu rechnen [23, 63]. Die Sensitivitat der Methode wird deutlich
verbessert, wenn auch maternale Risikofakoren (Tabelle 5) beriicksichtigt werden
[134]. Da jedoch pathologische Doppler-Werte nicht zwingend in einer
Praeklampsie munden, ergibt sich fur diese Untersuchung ein hoher falsch-
positiver Wert [23]. Doppleruntersuchungen zwischen der 11. und 13. SSW haben
lediglich eine Aussagekraft bzgl. des Rezidivs einer Préaeklampsie, nicht jedoch
bzgl. der Erstmanifestation [27]. In aktuellen Untersuchungen wurde bei der
Betrachtung von Biomarkern wie dem Pulsatility-Index (PI), mean-arterial-pressure
(MAP), pregnancy-associated Plasma-Protein A (PAPP-A) und placental growth
factor (PIGF) eine starkere Abweichung von den Normwerten bei Patientinnen

festgestellt, welche friihzeitig eine Praeklampsie entwickelt haben [3].

Ke Ut Py 64 Yhcmvs
e ULED 24 26cave
fie U4 8O 1%
Re Ut/ 0&b
Re ULRI o0&
Re Ut MD 32 Fomin
Fre Ut TAmes 46 Jocmis
e UM faipem

Abbildung 2: Physiologisches Dopplersignal der A. uterina [Quelle PD Weichert, UKSH Libeck]
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Abbildung 3: Pathologisches Dopplersignal der A. uterina mit Nachweis postsystolischer Inzisuren,
sogenannter Notches [Quelle PD Weichert, UKSH Libeck]

Zur Pravention der Praeklampsie steht derzeit nur die niedrig dosierte
Acetylsalicylsdure  (ASS)-Einnahme, 75-1000 mg pro Tag, ab der
Frihschwangerschaft zur Verflgung. Von dieser praventiven Malinahme
profitieren vor allem Frauen mit schwerer Préaeklampsie in der Vorgeschichte. In
Deutschland hat sich eine ASS-Dosierung von 100 mg pro Tag durchgesetzt. Die
Ergebnisse der groften ASS-Studie sagen aus, dass die ASS-Einnahme
spatestens mit der 16. SSW begonnen werden sollte [22, 99]. Die Sicherung der
Diagnose ,Praeklampsie“ erfolgt jedoch aufgrund der o.g. Definitionen erst nach
der 20. SSW. Daraus geht hervor, dass die derzeit einzige zugelassene Therapie
zur Pravention einer Praeklampsie (ASS) ihre Indikation nur bei denjenigen
Patientinnen hat, die in vorherigen Schwangerschaften eine Praeklampsie
entwickelt haben, da nur bei diesen Patientinnen ein pathologisches
Dopplersonogramm zwischen der 11. und 13. SSW aussagekraftig ist [27].

Unter ASS ist mit einem um 19% verminderten Praeklampsierisiko und einer

Reduktion der perinatalen Mortalitat um 16% zu rechnen [58].
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1. EINLEITUNG

1.2.2.2 Pathophysiologie der Praeklampsie

Die genauen pathophysiologischen Mechanismen, welche der Praeklampsie
zugrunde liegen, sind bisher nicht bekannt. Man geht jedoch davon aus, dass den
Gestationshypertonien eine gestérte Plazentation zugrunde liegt [95, 126].

Eine Voraussetzung fur die suffiziente Plazentation ist die stérungsfreie
Implantation der Blastozyste, welche eine physiologische Bedeutung fur die
Verankerung des Schwangerschaftsproduktes im mutterlichen Organismus, die
Induktion der maternalen Immuntoleranz, die Ruhigstellung des Myometriums, den
Umbau der uterinen Gefal3e fir den uteroplazentaren Kreislauf und die endokrine
Anpassung des maternalen Organismus hat [103].

Der physiologische Ablauf der Implantation und Plazentation ist in Abbildung 4

dargestellt.
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Abbildung 4: Implantation und friihe Entwicklung der Plazenta, Abbildungen und Erlauterungen aus
[49]

a: Adhasion der Blastozyste an die Uteruswand.

b: Die Kontaktzone der Plazenta mit der Dezidua wird von einer kontinuierlichen Schicht von
Trophoblasten, dem primitiven Synzytium, gebildet, das aufgrund seiner invasiven Eigenschaften
fur die Implantation der Blastozyste in die Dezidua sorgt.

c:. In der Folge kommt es zu einer massiven Proliferation der Zytotrophoblasten und durch
Zellfusion zu einer weiteren Ausdehnung des Synzytiums, in dem Hohlraume, sog. Lakunen,
entstehen.

d: Zwischen den Lakunen bilden sich durch vermehrtes Wachstum und Migration von
Zytotrophoblasten in das Synzytium die Primarzotten, die ausschlieB3lich aus Trophoblastenzellen
bestehen.

e: Die Primarzotten wandeln sich im Verlauf der Schwangerschaft (4. — 5. SSW) durch
Einwanderung von mesenchymalen Zellen des extraembryonalen Mesoderms in Sekundarzotten
mit bindegewebigem Stroma um.

f: Die Vaskulogenese mit der Neubildung von Blutgeféal3en ab der 5. — 6. SSW ist das wesentliche
Merkmal der Weiterentwicklung von Sekundar- in Tertiarzotten.

Einzelne der Plazentazotten haften im Bereich der Kontaktzone und stellen die Verankerung in der
Uteruswand sicher. Die Lakunen verschmelzen zum intervilldsen Raum, der allerdings erst ab der
10. — 11. SSW, nach Abschluss der Organogenese, aus den zufihrenden uterinen Spiralarterien
mit maternalem Blut, das die frei schwimmenden Zotten umspiilt, gefullt wird.
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Der villése und der extravilldse Trophoblast sind fur die Ausbildung der wichtigsten
funktionellen Bestandteile der Plazenta verantwortlich.

Der villése Trophoblast sorgt fur die Bildung des villdsen Synzytiums, dieses
wiederum stellt die Hormonsynthese (humanes Choriongonadotropin (hCG) und
humanes Plazentalaktogen), den Gasaustausch und Transportvorgange von
Nahrstoffen zwischen maternalem und fetalem Blutkreislauf sicher.

An der Haftstelle der Zotten, der uterinen Basalmembran, erfahren die
Stammzellen des Trophoblasten einen starken proliferativen Reiz. Die sich rasch
vermehrenden extravillosen Trophoblastzellen bilden Zellsaulen, die tief in die
Dezidua vordringen. Gleichzeitig wandern villése Trophoblastzellen in die Arterien
und Venen der Dezidua ein und breiten sich intravasal aus. Die GefalRe der
Endstrecke der A. uterina erfahren dabei einen vollstindigen Umbau ihrer
Wandstruktur, da die Endothelzellen durch Trophoblastzellen ersetzt und die
muskuléaren Elemente sowie auch die Tunica elastica interna aufgeldst werden
[17, 90, 91, 92].

Durch die strukturelle Veranderung werden aus den englumigen Spiralarterien
weite Spiralarterien. Der daraus resultierende verminderte Gefalwiderstand fuhrt
zu einer Steigerung des Zustroms maternalen Blutes in die Plazenta.

Fur die Invasion von Trophoblastzellen in die Geféal3e sowie in die Dezidua spielen
Integrine [25] und auch Proteasen [60] eine entscheidende Rolle. Die zu Beginn
der Plazentation physiologische relative Hypoxie wirkt sich ebenfalls férdernd auf
die Proliferation des Trophoblasten aus und stellt dadurch eine Voraussetzung fur
dessen Invasion der Uterusschleimhaut dar [95].

Bei Patientinnen mit Praeklampsie ist die Invasion des Trophoblasten in die
Dezidua unter anderem aufgrund fehlender Integrine vermindert [136]. Gleiches
gilt auch fur die Invasion der uteroplazentaren Gefal3e und deren Umbau [50].
Durch den fehlenden Umbau des Endothels werden die Arterien nicht ausreichend
dilatiert und der Blutstrom im intervilldésen Raum steigt nicht adaquat an. Aufgrund
dieser anatomischen Gegebenheiten wird die intrauterine Frucht nicht ausreichend
mit Blut, Nahrstoffen und Sauerstoff versorgt, was zu einer IUGR fuhren kann und
gegenregulatorisch bei der Schwangeren zu einer ,Erfordernis“-Hypertonie fihrt,

um den Widerstand der kontrahierten Gefal3e zu tberwinden [50].
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AulBerdem weil3 man, dass im Rahmen einer Schwangerschaft das
Gerinnungssystem verschiedene Veranderungen durchlauft, welche in Tabelle 7
aufgelistet sind [13, 14]. Diese Veranderungen bezuglich des Gerinnungssystems
stehen im Verdacht, bei einer UberschielRenden Regulation ebenfalls einen
negativen Effekt auf die Implantation zu haben [79]. Gerade Thrombophilien, im
Besonderen dem Antiphospholipid-Syndrom (APS), sind deswegen bei
Patientinnen mit Praeklampsie in der Anamnese besondere Aufmerksamkeit zu

schenken [73], und es gilt, diese vor einer erneuten Schwangerschaft abzuklaren.

Faktor I. Trimenon [l. Trimenon [ll. Trimenon
Fibrinogen 0 ™ "M
Faktor VII 1 ™" ™
Faktor IX 1 ™" ™
Faktor X 0 ™" ™
Faktor XII 1 ™" ™
Faktor VIII 1 1 )
\F/glrgt-(\)/:/illebrand- | " "1
Thrombin-

Antithrombin- 1 ™
Komplex

Protein S l ! !
Thrombozytenzahl N N
Fibrinolyse-Aktivitat | | ) H

Plasminogen-
Aktivator-Inhibitor 1 [l "1

Tabelle 7: Darstellung der Veranderung ausgewahlter Gerinnungsfaktoren wahrend der
Schwangerschaft, aus [13, 14]
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1.2.2.3 Epidemiologie

Bei jeder sechsten bis achten schwangeren Patientin wird die Diagnose einer
hypertensiven Schwangerschaftserkrankung gestellt. Bis zu 25% der perinatalen
Todesfalle gehen auf diese Krankheitsentitat zurtick. Vor allem der Praeklampsie
kommt hier eine gro3e Bedeutung zu. Bei vorliegender Préeklampsie steigt die
perinatale Morbiditdt und Mortalitdat um ein Mehrfaches an, mindestens 50.000
maternalen Todesfallen pro Jahr weltweit liegt die Praeklampsie zugrunde [33,
100, 129].

Die hypertensiven Schwangerschaftserkrankungen sind insgesamt von steigender
Préavalenz. Untersuchungen ergaben, dass dunkelhdutige Patientinnen haufiger
von dieser Erkrankung betroffen sind als Weil3e, Hispano-Amerikanerinnen und
Asiatinnen (siehe Abbildung 5) [6].
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Abbildung 5: Pravalenz hypertensiver Schwangerschaftserkrankungen, aus [6]
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1.2.2.4 Folgen fur Mutter und Kind

Die einzige kausale Therapie der Praeklampsie ist die Entbindung. Dies hat oft als
Folge eine Unreife des Feten durch iatrogene Frihgeburtlichkeit. Somit ist das Ziel
der Erhaltung einer Schwangerschaft vor allem die Vermeidung der Frihgeburt.
Die Entbindung ist aus kindlicher Sicht im Allgemeinen nach Vollendung der
37. SSW indiziert [18, 110]. Eine Entbindung nach der 34. SSW und vor
Vollendung der 37. SSW sollte bei schwerer Praeklampsie [2], schwerer fetaler
Wachstumsrestriktion und gleichzeitig vorhandenen pathologischen fetalen oder
fetoplazentaren Blutstromen in der A. umbilicalis [4, 132] herbeigefihrt werden.
Zwischen der 24. und 34. SSW sollte - sofern aus kindlicher Sicht vertretbar - ein
priméar konservatives Procedere gewahlt werden, da das Risiko der Mutter unter
adaquater Uberwachung in einem Perinatalzentrum im Vergleich zu den fir das
Kind zu erwartenden Vorteilen von einem langeren Heranreifen in utero
unwesentlich steigt [39, 82, 109].
Auch bei der Sonderform der Praeklampsie, dem HELLP-Syndrom, wird die
konservative Vorgehensweise, bei gegebener klinischer Vertretbarkeit, préaferiert
[1, 63, 121]. Leider gibt es bei dem Vollbild eines HELLP-Syndroms oftmals keinen
anderen Ausweg als die sofortige Entbindung, meistens per Sectio caesarea.
Das alleinige Vorliegen einer IUGR stellt beim Fehlen hochpathologischer
Dopplerwerte noch keine Indikation zur Entbindung vor der 34. SSW dar [105].
AulRerdem kommt neben dem Schwangerschaftsalter auch der Prophylaxe des
kindlichen Atemnotsyndroms (= respiratory distress syndroms) eine besondere
Bedeutung zu. Indiziert ist die RDS-Prophylaxe bei jeder Schwangeren zwischen
der 24. und 34. SSW beim Auftreten von
- vorzeitiger, muttermundswirksamer Wehentatigkeit
- starken Blutungen in der Schwangerschaft
- vorzeitigem Blasensprung
- jeder Situation, die eine elektive vorzeitige Entbindung erfordert (z.B. schwere
Plazentainsuffizienz, schwere Gestosen) [29].
Hierzu erfolgen bei der Mutter zwei Gaben von Glukokortikoiden intramuskular
innerhalb von 24 h. Das optimale Zeitfenster fur die Entbindung liegt dann

zwischen 24 h und 7 Tagen (d) nach komplettierter Verabreichung [63].
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In Tabelle 8 sind die Indikationen zur friihzeitigen Entbindung aufgrund maternaler
Gefahrdung aufgefinhrt.

Therapierefraktare schwere Hypertonie

Therapierefraktéare Niereninsuffizienz

Akutes Lungentdem

Disseminierte intravasale Gerinnung (DIC)
Persistierende schwere Oberbauchschmerzen

Neu aufgetretene schwere zentral-nervése Symptome
Eklampsie

Praeklampsie < 24. SSW

Tabelle 8: Grunde fur die Indikation der friihzeitigen Entbindung bei Praeklampsie und maternaler
Geféahrdung, aus [63]

Eine vaginale Entbindung ist bei stabilem maternalem und fetalem Zustand
moglich. Bei optimaler Uberwachung besteht bei normgewichtigem Fet kein
erhohtes Risiko fur das Kind [77].

Es sollte eine intensivierte Uberwachung der Mutter bis zu 48 h postpartal
erfolgen, da in 7% bis 30% der Félle ein postpartales HELLP-Syndrom und in 28%
der Félle eine postpartale Eklampsie auftreten kénnen [108, 111].

Patientinnen, die bereits einmal eine hypertensive Schwangerschaftserkrankung
hatten, weisen ein signifikant erhéhtes kardiovaskuléares Risiko auf. Mehr als 90%
der Patientinnen entwickeln nach 20 bis 25 Jahren eine chronische Hypertonie
[106]. Auch besteht fir dieses Patientenkollektiv ein Wiederholungsrisiko fir eine
hypertensive  Schwangerschaftserkrankung von 2% bis 19% in einer
Folgegraviditat [32, 62, 107, 120].

Das frihe HELLP-Syndrom (< 32. SSW) scheint mit einem erhéhten Risiko fir ein
erneutes frihes HELLP-Syndrom einherzugehen [63, 115]. In diesen Féllen ist
eine Untersuchung auf angeborene oder erworbene maternale Thrombophilien

gerechtfertigt.
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2. Zielsetzung

Trotz der gut erforschten Korrelation zwischen Hyperglykdmie und erhdhten
HPSE-Konzentrationen bei Nichtschwangeren wurde die Expression der
Heparanase in Plazenten von Patientinnen mit Gestationsdiabetes bisher nicht
untersucht. Gestationsdiabetes spielt in der Geburtshilfe eine immer grof3ere Rolle
und erhdht sowohl die maternale als auch die fetale Morbiditat und Mortalitét.

Auch hypertensive Schwangerschaftserkrankungen, wie die Praeklampsie, stellen
als eine der Hauptursachen materno-fetaler Morbiditat und Mortalitat einen
bedeutsamen Krankheitskomplex dar. Aufgrund des extraplazentar bei
Malignomen nachgewiesenen Zusammenhangs zwischen einer vermehrten
HPSE-Expression und einer modifizierten zellularen Invasionsfahigkeit einerseits
sowie der Evidenz einer gestorten trophoblastdren Invasion bei hypertensiven
Schwangerschaftserkrankungen andererseits, ergab sich die Hypothese, dass
auch bei Patientinnen mit Praeklampsie eine veranderte HPSE-Expression

vorliegt.

Ziel dieser Arbeit ist es herauszufinden, ob eine veranderte Expression von HPSE
sowohl in Plazenten von Patientinnen mit Gestationsdiabetes als auch mit
Praeklampsie im Vergleich zu einer gesunden Kontrollgruppe vorliegt.

Mit der Untersuchung der HPSE-Expression soll dabei eine Grundlage fir
eventuelle medikamentése Therapiemoglichkeiten der genannten Erkrankungen

geschaffen werden.
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3.1 Material

3.1.1 cDNA-Herstellung

3. MATERIAL UND METHODEN

Material

Hersteller

Super-Script Il

Random-Primer

5x First Strand Buffer

MDTT

Invitrogen, Karlsruhe

dNTP (Desoxyribonukleosidtriphosphat)

Fermentas, St. Leon-Rot

Tabelle 9: Puffer und Primer zur cDNA-Herstellung

3.1.2 Primer fur gPCR

Material

Hersteller

SYBR-Green Super Mix

Invitrogen, Karlsruhe

Tabelle 10: Farbstoff fir die gPCR

3.1.3 Oligonukleotide

Oligonukleotide

Sequenz

Heparanase (HPSE)

HPSE1-for

TCCTGC GTACCT GAG GTT TG

HPSE1l-rev

CAA CCG TAACTT CTC CTC CAC

Hypoxanthin-Phosphoribosyl-
Transferase (HPRT)

HPRT1 449 for

TCA GGC AGT ATA ATC CAA AGA TGG
T

HPRT1 532 rev

AGT CTG GCT TAT ATC CAACACTTC
G

Succinat-Dehydrogenase (SDHA)

SDHA 114 for

TGG GAA CAA GAG GGC ATC TG

SDHA 119 rev

CCA CCACTG CAT CAAATT CATG

Tabelle 11: Oligonukleotide, Metabion International AG (Martinsried, Deutschland)
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3.1.4 Losungen und Puffer fir Immunhistochemie

Material

Hersteller

Antikérperverdiinnungslésung
Cytomation Stift

Dako, Glostrup (Danemark)

Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid (DAB)

Biozol Diagnostica Vertrieb GmbH, Eching

Faramount-aqueous-mountin-Medium

Dako, Glostrup (Danemark)

Hamatoxylin nach Mayer

Waldeck GmbH&Co.KG, Minster

Streptavidin-HRP-L6sung

Vectastain, Burlingame (USA)

Ziegenserum
Zitratpuffer pH 6 (Target Retrieval Solution)

Dako, Glostrup (Ddnemark)

Tabelle 12: Losungen und Puffer fur die Durchfihrung einer Immunhistochemie

3.1.5 Antikorper fur Immunhistochemie

Material

Hersteller

Heparanase-1 (HPA1) Antikorper, Klon
HP3/17, monoklonal, anti-human

Acris Antibodies GmbH, Herford

biotinilierter Sekundarantikorper aus der
Ziege gegen Maus IgG, HRP (Horseradish

Peroxidase)-konjugiert

GE Healthcare, Miinchen

Tabelle 13: verwendete Primar- und Sekundarantikérper fur die Immunhistochemie

3.1.6 Verbrauchsmaterialien

Material

Hersteller

96-well Multiply®-PCR-Plate

Klebefolie optisch klar

Sarstedt AG&Co, Nirnbrecht

Kryogefalie 1,5 ml

Objekttrager Superfrost Plus

Menzel, Braunschweig

Pipettenspitzen 10 ul

Nerbe Plus GmbH, Winsen/Luhe

Pipettenspitzen 100, 1.000 ul

Sarstedt AG&Co, Nirnbrecht

Reaktionsgefal? 0,5 ml (PCR-Tube: Multiply®)

Reaktionsgefalie 1,5 ml, 2 ml

Eppendorf , Hamburg

Tabelle 14: Reaktionsgefal3e, Pipetten und andere Verbrauchsmaterialien
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3.1.7 Chemikalien

3. MATERIAL UND METHODEN

Material Hersteller

Chloroform Merck, Darmstadt

Ethanol 90%, 75%, 70% Carl Roth GmbH&Co.KG, Karlsruhe
flissiger Stickstoff Air liquide Deutschland GmbH, Diusseldorf
Formylaldehydlésung 4,5% BUFA, Hude

H,O, Merck, Darmstadt

Isopropanol 99%, 96% Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Paraffin Merck, Darmstadt

phosphatgepufferte Salzlosung (PBS)

PAA Laboratories GmbH, Pasching

Tris

Carl Roth GmbH&Co0.KG, Karlsruhe

Triton X-100

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Trizol

Invitrogen, Karlsruhe

Wasser: Ultrapure, DNAse- und RNAse-
frei

Life Technologies GmbH, Darmstadt

Xylol

Th. Geyer GmbH&Co0.KG, Renningen

Tabelle 15: verwendete Chemikalien

3.1.8 Geréate

Flockeneisbereiter Icematic F80C

Carl Roth GmbH&Co0.KG, Karlsruhe

Hochleistungsdispergierer Ultra-Turrax T25

IKA-Labortechnik, Staufen

Kuhlzentrifuge Sigma 2K15

Sigma, Osterode am Harz

Mikrotom

Leica, Wetzlar

Mikrowelle

Sharp electronic GmbH, Hamburg

Mikrozentrifuge MC6

Sarstedt AG&Co., Nirnbrecht

Mikrozentrifuge Rotilabo®

Carl Roth GmbH&Co0.KG, Karlsruhe

MJResearch Thermocycler PTC-200

Biozym, Oldendorf

Nikon Diaphot (VergréRerung 20fach)

Opticon Monitor 3.1.32

Biorad, Miinchen

Rest-Programms (relative expression
software tool V 2.0.13)

Quiagen GmbH, Hilden

UV-Photometer

Helios Unicam, Cambridge (Grol3-Britannien)

Tabelle 16: verwendete Gerate
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3.2 Patientinnenauswabhl

In die Studie wurden 120 konsekutive Patientinnen eingeschlossen, die an der
Klinik fur Gynakologie und Geburtshilfe der Universitdt zu Lubeck ihr Kind
gebaren. Vor Beginn der Studie wurde bei der Universitat zu Libeck ein
Ethikvotum eingeholt (Ethikvotum siehe Anhang 8.1). Alle Teilnehmerinnen
wurden gemald der Deklaration von Helsinki tber die geplante Studie informiert
und gaben nach éarztlicher Aufklarung ihr schriftiches Einverstandnis zur
Studienteilnahme (Aufklarungsbogen siehe Anhang 8.2). Alle Patientinnen wurden
dariber in Kenntnis gesetzt, dass postpartal plazentares Gewebe fir
molekularbiologische und immunhistochemische Untersuchungen konserviert
werden sollte. Bei 90 Patientinnen fand sich ein  pathologischer
Schwangerschaftsverlauf mit einer leichten Préaeklampsie oder einem
Gestationsdiabetes. Bei 30 Gebéarenden wurden keine
Schwangerschaftspathologien festgestellt. Sie dienten als Kontrollgruppe.

Die Einschlusskriterien zur Aufnahme in die vorliegende Studie waren:

= Alter: 18 bis 39 Jahre

= schriftliche Zustimmung zur Teilnahme an der Studie
(Einwilligungserklarung nach Aufklarung)

= weniger als drei vorangegangene Fehlgeburten

= pragravider Body-Mass-Index (BMI): 18,5 bis 30 kg/m?

Die Ausschlusskriterien waren:

= Bedarf einer intakten Plazenta fur diagnostische oder therapeutische
Zwecke (z.B. zur Deckung kindlicher Bauchwanddefekte)

» Plazenta-Lésungsstérungen mit der Notwendigkeit einer operativen
Plazentalésung durch Kirettage

= aktuelle oder im Laufe der Schwangerschaft erfolgte Einnahme
gerinnungshemmender Préaparate, wie z.B. Acetylsalicylsaure oder Vitamin-
K-Antagonisten bzw. die Gabe von Heparin

= anamnestisch thromboembolische Ereignisse
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Die verschiedenen Behandlungsgruppen im Rahmen dieser Studie waren:

= definierte Praeklampsie (Patientengruppe)

= insulinpflichtiger und nicht-insulinpflichtiger Gestationsdiabetes
(Patientengruppen)

= Kontrollgruppe

3.3 Asservierung von Gewebe

Nach der Geburt wurde aus der Plazenta mit Hilfe eines Skalpells gegentiber dem
Nabelschnuransatz Gewebe von ca. 2 x 1 x 1 cm entnommen. Das plazentare
Gewebe wurde dann mit einer phosphatgepufferten Salzlosung (PBS, PAA
Laboratories GmbH, Pasching, Osterreich) von Blutresten gereinigt und in neun
Teile portioniert. AnschlieBend wurden sechs dieser Teile fir molekularbiologische
Untersuchungen in zwei 1,5 ml Kryoréhrchen (Sarstedt, Nurnbrecht) eingelagert
und in flissigem Stickstoff bei -196 °C schockgefroren. Drei weitere
Gewebsanteile wurden fur immunhistochemische Untersuchungen in 4,5 %iger
Formylaldehydlosung (BUFA, Hude) fixiert und bei 4 °C bis zur weiteren

Verarbeitung aufbewahrt.

3.4 Dokumentation

Jede Gewebeprobe erhielt eine fortlaufende Nummer (001, 002, etc.) und wurde

unter Verwendung der Initialen der Patientin pseudonymisiert.
Weiterhin wurden in Form einer Excel-Datei dokumentiert:

= Geburtsdatum der Patientin

= Geburtsdatum des Kindes sowie der errechnete Geburtstermin (ET)

= SSW bei Geburt des Kindes

= Art der Entbindung (Spontanpartus, Sectio caesarea, Re-Sectio, etc.)

»  Graviditat und Paritat

= Anzahl der bisherigen Aborte sowie deren Zeitpunkt (SSW): Zeitpunkt des
ersten Abortes und maternales Alter zu diesem Zeitpunkt

= Grof3e sowie pragravides und peripartales Gewicht der Mutter und BMI
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= Dauer mdglicher stationarer Aufenthalte wahrend der Schwangerschatft

= Medikamenteneinnahme

= Nikotinabusus (Anzahl der Zigaretten pro Tag)

= Daten des Kindes (Geschlecht, pH-Wert und Base Excess (BE) des
Nabelschnurblutes, GroRe, Gewicht, Kopfumfang, APGAR, Verlegung auf
die Neugeborenenintensivstation mit Verlegungsgrund)

= sonstige Auffalligkeiten wahrend der Geburt oder die Mutter betreffend

3.5 Methoden
3.5.1 RNA-Isolierung

Das Gewebe, welches bei -196 °C in fluissigem Stickstoff konserviert wurde, wurde
in Kryoréhrchen auf Eis aufgetaut. Ca. 300 mg des Gewebes wurde auf zwei 2 ml
ReaktionsgefaRe (Eppendorf, Hamburg) aufgeteilt und in insgesamt 3 ml Trizol
(Invitrogen,  Karlsruhe) gegeben. Mit dem  Hochleistungsdispergierer
Ultra-Turrax T25 (IKA-Labortechnik, Staufen) wurde das Gewebe in der Trizol-
Ldsung homogenisiert. Hieran schloss sich eine Inkubation des Homogenisats fur
5 min bei Raumtemperatur (Rt) an. Nach Hinzugabe von 0,6 ml Chloroform
(Merck, Darmstadt) wurden die Gefale fir 15 s kréaftig geschuttelt und dann wurde
das Homogenisat erneut fir 3 min bei Rt inkubiert und die Gefal3e fur 15 min bei
12 000 Umdrehungen pro Minute (UpM) und 4 °C zentrifugiert (Kuhlzentrifuge
2K15, Sigma, Osterode am Harz). Es folgte die Entnahme des die RNA
enthaltenden Uberstandes und die Uberfiihrung in ein neues 2 ml ReaktionsgefaR.
Im Anschluss wurde die RNA nach Einmischen von 1,5 ml Isopropanol (Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Steinheim) abgedeckt bei Rt fur 10 min prazipitiert. Nach
Zentrifugation bei 12 000 UpM und 4 °C fur 10 min wurden die RNA-haltigen, am
Boden der ReaktionsgefalRe befindlichen, Pellets mit 2 ml 75%igem Ethanol
(Carl Roth GmbH&Co0.KG, Karlsruhe) gewaschen und erneut bei 7 500 UpM und 4
°C fir 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde abpipettiert und die Pellets bei Rt
fur ca. 10 min getrocknet. Dabei lag ein besonderes Augenmerk darauf, die
Trockenphase nicht zu lange zu gestalten, so dass die Losung der Pellets in 80 pl
RNase-freiem Wasser (Ultrapure-Wasser, Invitrogen, Karlsruhe) problemlos

maoglich war.
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Die RNA-Konzentrationsbestimmung wurde im UV-Photometer (Helios, Unicam,
Cambridge) durchgefuhrt. Dazu wurde die RNA in 10mM Tris-EDTA-Puffer (pH
8,0) (Carl Roth GmbH&Co0.KG, Karlsruhe) 1:100 verdiinnt. Die RNA-Konzentration
wurde mit Hilfe der Aso-Werte mit folgender Formel ermittelt:

RNA-Konzentration = 44 pg/ml x Azeo X Verdunnungsfaktor

Aus der Ratio Azeo/Azso wurde dabei die Reinheit der RNA bestimmt. Ein
Verhéltnis von 1,8 bis 2,1 wurde in dieser Untersuchung als akzeptabel gewertet.
Die Proben wurden bis zur weiteren Verarbeitung bei -80 °C gelagert.

3.5.2 Herstellung von cDNA

Zur Herstellung von cDNA wurde die reverse Transkriptase Super-Script-II
(Invitrogen, Karlsruhe) verwendet. Alle Arbeitsschritte wurden auf Eis
durchgefuihrt. Durch die Verwendung von Pipetten mit Filterspitzen wurde die
Kontamination mit DNasen, RNasen, PCR-Produkten und der Proben
untereinander vermieden.

1 pg RNA wurde mit 1 pl Random-Primer (Invitrogen, Karlsruhe), 1 pl dNTP
(Fermentas, St. Leon-Rot) und Ultrapure-Wasser bis zu einer Menge von 12 pl in
einem DNase- und RNase-freien 0,5 ml Reaktionsgefald (PCR-Tube: Multiply®-
uStrip Pro 4er Kette; Sarstedt AG & Co., Nimbrecht) gemischt.

Das Gemisch wurde bei 65 °C fur 5 min in einem PCR-Block (MJResearch
Thermocycler PTC-200, Biozym, Oldendorf) inkubiert. AnschlieRend wurden die
ReaktionsgefalRe im Thermocycler auf 4 °C abgekuhlt. Es folgte die Zugabe eines
Gemisches aus 4 ul 5x-First Strand Buffer (Invitrogen, Karlsruhe) und 2 ul 0,1 M
DTT (Invitrogen, Karlsruhe). Die Reaktionsgefal3e wurden erneut im Thermocycler
bei 25 °C fir 2 min inkubiert, um die Random-Primer an die RNA zu hybridisieren.
Dann wurde 1 pl Super-Script-ll (Invitrogen, Karlsuhe) durch Auf- und
Abpipettieren in die Lésung eingemischt. Im Rahmen einer weiteren Inkubation bei
25 °C fur 10 min sollte ein Abschmelzen der Primer verhindert werden, wahrend
die Polymerisation startete und die Primer verlangert wurden. Dann wurde die

reverse Transkription bei 42 °C fur 50 min fortgesetzt. Die Reaktion wurde durch
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15-mindtiges Erhitzen auf 70 °C gestoppt und die ReaktionsgefaRe auf 4 °C
abgekunhlt. Die cDNA wurde bei -20 °C gelagert.

3.5.3 Quantitative-Realtime-PCR

Die quantitative-Realtime-PCR (gPCR) ist eine Vervielfaltigungsmethode fir
Nukleinsauren, die auf dem Prinzip der herkdmmlichen Polymerase-
Kettenreaktion (PCR) beruht und zusatzlich die Quantifizierung spezifischer DNA-
Abschnitte ermoglicht. Die Quantifizierung wird mit Hilfe von Fluoreszenz-
Messungen wahrend eines PCR-Zyklus in Echtzeit (Realtime) durchgefihrt.

Mit dem Online-Programm Primer-3 wurden Primerpaare kreiert, die Intron-
Ubergreifend weniger als 30 Basenpaare lang sind und die fur die Gewahrleistung
der Spezifitat des Primers verschiedene aufeinanderfolgende Basenpaare
beinhalten.

Fur die Amplifikation des HPSE-Gens (GeneBank accession-no. NM_006665)
wurden spezifische Primerpaare entworfen. Als Referenzgene dienten HPRT1
(Hypoxanthin-Phosphoribosyl-Transferase-1) und SDHA (Succinat-
Dehydrogenase). Alle Primer wurden von der Metabion international AG

(Martinsried) hergestellt. Tabelle 17 gibt die verwendeten Primer wieder.

Gen Basenfolge Lange | Tm Konz.
HPRT1 TCA GGC AGT ATA ATC CAA AGA 25 60 165 uM
449 for TGGT
HPRT1 AGT CTG GCT TAT ATC CAA CAC 25 61 137 uM
532 rev TTCG
SDHA TGG GAA CAA GAG GGC ATC TG 20 59,4 | 295,3 uM
114 for
SDHA CCACCACTG CAT CAAATT CAT G 22 58,4 | 254,3 uM
119 rev
HPSE-for | TCC TGC GTA CCT GAG GTT TG 20 60 | 148,1 uM
HPSE-rev | CAACCG TAACTT CTC CTC CAC 21 61 138 uM

Tabelle 17: verwendete Primer-Paare
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Die Primer-Paare wurden auf eine Konzentration von 10 uM mit Ultrapure-Wasser

verdinnt.

Alle Substanzen und die cDNA wurden auf Eis aufgetaut. Mit Filterpipettenspitzen
wurden zunachst 5 pl der 1:7,5 verdinnten cDNA und als Negativkontrolle 5 pl
Wasser oder eine rT-Minus-Kontrolle (RNA-Mischung ohne Reverse
Transkriptase) in die wells einer 96-well-PCR-Platte (96-well Multiply®-PCR-Plate;
Sarstedt AG & Co., Numbrecht) vorgelegt und 20 ul des jeweiligen Primer-Master-
Mixes dazugegeben. Die Zusammenstellung des Master-Mixes wird in Tabelle 18
wiedergegeben. Es fand jeweils zumindest eine Doppelbestimmung statt.

Material Menge Hersteller
Primer-Mischung 1p Metabion international AG, Martinsried
Ultrapure-Wasser 6,5 Invitrogen, Karlsruhe
SYBR-Green-Super-Mix | 12,5 pl | Invitrogen, Karlsruhe

Tabelle 18: Zusammenstellung des Master-Mixes

Die Platte wurde mit einer Klebefolie (optisch klar; Sarstedt AG & Co., Niimbrecht)
verschlossen und bei 1 000 x g fir 1 min zentrifugiert (Zentrifuge Universal 32,
Hettich, Tuttlingen), um alle FlUssigkeiten am Boden zu konzentrieren. Die qPCR
wurde nach dem Protokoll in Tabelle 19 im DNA Engine Opticon 2 (Biozym,
Oldendorf) durchgefihrt.

1. 50°C 2 min Aktivierung der Polymerase
2. 95°C 2 min Aufschmelzen der cDNA-Uberstrukturen
3. 95°C 15s Denaturierung
4, 60°C 30s Primerhybridisierung
5. Schritt 3+4 40 Zyklen Messung des Fluoreszenzsignals
6. 65-95°C Schmelzkurvenanalyse
in Schritten von 0,3°C

Tabelle 19: Protokoll der gPCR

Bei der gPCR erfolgte die Quantifizierung wahrend der exponentiellen Phase der
Amplifikation durch Fluoreszenzmessungen (nach 40 Zyklen). Die Fluoreszenz

nimmt proportional mit der Menge der PCR-Produkte zu. Nur in der exponentiellen
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Phase der PCR ist die korrekte Quantifizierung der gewonnenen DNA mdglich, da
wahrend dieser Phase vergleichbare Reaktionsbedingungen herrschen. Die
Fluoreszenzsignale entstehen, wenn der DNA-Farbstoff SYBR-Green an
doppelstrangige DNA bindet und dadurch aktiviert wird.

Die Auswertung der PCR-Ergebnisse erfolgte mit Hilfe des Programms Opticon
Monitor 3.1.32 (BioRad, Minchen). Bei der Auswertung wurde, um eine
Vergleichbarkeit der Gruppen zu erreichen, der threshold bei 0,007 (Y-Achse)
gesetzt und die Schmelzkurven vor der Auswertung auf Verwertbarkeit Uberpruft.
Die ermittelten Zyklen wurden mit Hilfe des Rest-Programms (relative expression
software tool V 2.0.13, Quiagen GmbH, Hilden) ausgewertet.

3.5.4 Immunhistochemie
3.5.4.1 Vorbereitung der Proben

Die Proben, welche wie oben beschrieben verarbeitet und bei 4 °C in
Formylaldehydlsung fixiert wurden, wurden dann in Paraffin gegossen. Aus den
hergestellten Paraffinblécken wurden 3 um dicke Gewebeschnitte mit dem
Mikrotom (Leica, Wetzlar) hergestellt und auf Objekttragern Superfrost Plus

(Menzel, Braunschweig) fixiert.

3.5.4.2 Prinzip der Immunhistochemie

Mit Hilfe der Immunhistochemie werden molekulare Strukturen in histologischen
Gewebeschnitten dargestellt. Dies wird durch Antikérper (AK) erreicht, die gegen
diese Strukturen, die sogenannten Antigene (AG), oder auch Epitope genannt,
gerichtet sind. Die Antikorper kbnnen entweder direkt mit einem Farbstoff markiert
oder an Enzyme gekoppelt sein, die eine zunachst farblose Substrat-Chromogen-
Ldsung in farbige Produkte aufspalten kdnnen. Der AK, der an das AG bindet, wird
als Primar-AK bezeichnet. Zur Detektion der AG-AK-Bindungen existieren
verschiedene Systeme (Detektorsysteme), wie z.B. die Avidin-Biotin-Methode, die

hier zur Anwendung kam.
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3.5.4.3 Die Avidin-Biotin-Methode

Diese sogenannte ABC-Methode (Avidin-Biotin-Complex-Methode) ist eines der
am haufigsten benutzten Verfahren der Immunhistochemie und basiert auf der
hohen Spezifitit und Bindungsaffinitit von Avidin (HUhnereiweil3) oder
Streptavidin (Streptomyces avidinii) fur das Vitamin Biotin. Die Verwendung von
Biotin bietet den Vorteil, dass fast alle Proteine (AK sowie Enzyme) mit Biotin-
Molekilen konjugiert werden kénnen. Ein weiterer Vorteil dieser Methode liegt in
der hohen Sensitivitat. Da Streptavidin kein Glykoprotein ist und deshalb nicht an
Kohlenhydratrezeptoren bindet, sind unspezifische Bindungen bei Streptavidin
seltener als bei Avidin. AufRerdem zeigt Streptavidin aufgrund seines
isoelektischen Punktes im neutralen Bereich eine wesentlich starkere Bindung an
Biotin als Avidin [89], sodass in dieser Untersuchung der Streptavidin-
HRP(Horseradish-Peroxidase)-Komplex verwendet wurde. Der Ablauf gestaltet
sich wie folgt: Zunadchst bindet der Primér-AK an das entsprechende AG.
Daraufhin wird ein biotinilierter Sekundar-AK hinzugegeben, an den wiederum das
Peroxidase-konjugierte Streptavidin bindet. Zur Sichtbarmachung erfolgt die
Zugabe von Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid (DAB). Die oxidierte Form von
DAB zeigt eine braune Farbung, deren Tiefe mit der Konzentration des
untersuchten AG korreliert. Die Oxidation wird durch HRP katalysiert
(Abbildung 6).

3.5.4.4 Durchfiihrung der immunhistochemischen Farbung

Die Gewebeschnitte wurden zunachst mit Xylol entparaffiniert und mit Hilfe einer
absteigenden Alkoholreihe rehydriert, um zu verhindern, dass die Schnitte

austrocknen. Der Ablauf der Entparaffinierung ist in Tabelle 20 dargestellt.
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Schritt Dauer L6sung

1 3x5 min Xylol

2 2x5 min Isopropylalkohol
3 2x5 min 96% Ethanol

4 2x5 min 70% Ethanol

5 2x5 min a. dest.

6 2x5 min PBS-Puffer

Tabelle 20: Ablauf der Entparaffinierung

Um im Paraffin entstandene crosslinks zu I6sen, welche zu einer ,Maskierung“ des
entsprechenden AG fihren kdénnen, wurden die Schnitte in Zitratpuffer (pH 6,0)
(Target Retrieval Solution, Dako, Glostrup, Danemark) in der Mikrowelle bei 800
Watt fur 3 x 5 min erwarmt. Zwischen den Schritten wurde der Behalter mit
destilliertem Wasser (a. dest.) aufgefillt, sofern ein Teil verdampft war, damit die
Schnitte dauerhaft von Flissigkeit bedeckt waren.

Nach 20-30 min Abkuhlung der Gewebeschnitte bei Rt wurden die Schnitte fur
zunéchst 5 min mit PBS-Puffer, dann fir 5 min mit a. dest. und zuletzt noch
3 x 5 min mit PBS-Puffer gespult.

Die Proben wurden unter Verwendung eines Cytomation-Stifts (Dako, Glostrup,
Danemark) umkreist. Danach wurde mit Ziegenserum (Dako, Glostrup, Danemark)
in einer Verdinnung von 1:80 fur 20 min bei Rt zur Reduktion unspezifischer
Bindereaktionen blockiert. Die Blockierungslésung wurde verworfen. Die Schnitte
wurden dann mit dem monoklonalen Primar-AK mouse-anti-human Heparanase
(Acris Antibodies, Herford, Deutschland) in einer Verdinnung von 1:100 mit
Antikdrperverdiinnungslésung (Dako Cytomation, Carputerie, USA) fir 24 h bei
4 °C in einer Feuchtkammer inkubiert. Die Negativkontrolle wurde nur mit
Antikdrperverdinnungslosung inkubiert. Die Schnitte wurden erneut 3 X 5 min mit
PBS-Puffer gespult. Um die gewebeeigenen Peroxidaseaktivitaten zu blockieren,
wurden die Schnitte mit 3 %igem H,0, in PBS-Puffer Gber 10 min bei Rt in der
Feuchtkammer inkubiert. Wiederum wurde 3 x 5 min mit PBS-Puffer gespult und
der biotinilierte Sekundar-AK goat-anti-mouse Immunglobulin G (IgG) (Vector,
Biozol Diagnostica Vertrieb GmbH, Eching, Deutschland) in der Verdiinnung 1:200
wurde auf die Proben gegeben und fur 30 min bei Rt in einer Feuchtkammer

inkubiert.
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Anschlieend wurden die Schnitte fir 3 x 5 min mit PBS-Puffer gespult. Die
Proben wurden mit Streptavidin-HRP-L6sung (Vectastain, Burlingame, USA) flr

30 min bei Rt in einer Feuchtkammer inkubiert.

Antigen

Primé&rantikorper

Biotinilierter
Sekundarantikdrper

Strepavidin-HRP-
Komplex

E==-=18

Abbildung 6: Schematische Darstellung der Streptavidin-Biotin-Methode

Fur 3 x 5 min wurden die Schnitte mit PBS-Puffer und einmal fir 30 s in PBS-
Puffer mit Triton X-100 (Sigma, St. Louis, USA) gespult. Danach wurden die
Schnitte bis zur Weiterverarbeitung in PBS-Puffer gelagert. Die Peroxidase wurde
mit DAB (ohne Nickel, Vector, Burlingame, USA) flr 5-20 min unter Sichtkontrolle
im Mikroskop gefarbt. Das DAB wurde unter laufendem a. dest. abgespiilt, bevor
die Gegenfarbung der Kerne mit Hamatoxylin (nach Mayer; Waldeck
GmbH&COKG, Minster) uUber 3-5 min durchgefuhrt wurde. Das Hamatoxylin
wurde ebenfalls unter laufendem a. dest. abgespilt und anschlieRend wurden die

Schnitte unter laufendem Leitungswasser fur 20 min geblaut.
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Abschliel3end wurden die angefarbten Schnitte mit Faramount-aqueous-mounting-
Medium (Dako, Glostrup, Da&nemark) eingedeckt. Zeitnah wurden die Schnitte
mikroskopiert und Fotoaufnahmen (Nikon, Diaphot 300, VergrofRerung: 20x)

angefertigt.

Abbildung7: Farbung mit monoklonalen Priméarantikbrper mouse-anti-human Heparanase und
Negativkontrolle. Die braune Farbung (Pfeil) weist dabei auf die HPSE-Expression hin

Im Rahmen der Auswertung wurde die Intensitat der Farbung (O=keine Féarbung,
1=gelbliche Farbung, 2=hellbraune Farbung, 3=dunkelbraune Farbung) analysiert.
Dabei wurde die Reihenfolge der Proben zufallig gewahlt, so dass wahrend der

Analyse eine Zuordnung zur jeweiligen Gruppe nicht moglich war.

3.6 Statistik
3.6.1 Fallzahlkalkulation

Die  Ausgangshypothese besagt, dass 70% der Patientinnen mit
Schwangerschaftskomplikationen eine mittelgradige oder starke Expression der
plazentaren Heparanasen - gemessen in einem spezifischen
immunhistochemischen Score - aufweisen, wahrend dies nur bei 30% der

Kontrollen der Fall ist.

Es sollte bei einem a-Wert von 0,05 unter Annahme eines 40%igen
Farbeunterschiedes eine 80%ige Power erzielt werden. Gemal} der im Vorfeld
erfolgten Power-Analyse (N-Query advisor, Statcon, Witzenhausen) war somit bei
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identischer Gruppengrof3e eine Anzahl von 30 Patientinnen pro Gruppe

notwendig.

3.6.2 Auswertung

Die Resultate wurden mittels des Mann-Whitney-U-Tests fur nicht-parametrische
Daten verglichen und als statistisch signifikant angesehen, wenn sich ein
p-Wert <0,05 ergab. Diese statistischen Auswertungen erfolgten dabei mit Prism
5.0 fur Windows (GraphPad Software, 2003, San Diego, CA, USA).

35



4. Ergebnisse

4.1 Auswertung der Patientinnengruppen

4. ERGEBNISSE

In Rahmen dieser Arbeit wurden Plazenten von 120 konsekutiven Patientinnen

untersucht. Patientinnen

(nicht

insulinpflichtigem)

Gestationsdiabetes

(NIDGDM), insulinpflichtigem Gestationsdiabetes (IDGDM), Praeklampsie und

Kontrollgruppe zeigten fur die Parameter maternales Alter, Graviditat, kindliches
Geburtsgewicht, APGAR-Werte des Kindes und pH-Wert des Nabelschnurblutes
keine signifikanten Unterschiede (Tabelle 21).

nicht
Kontrolle insulinpflichtiger p-Wert
Gestationsdiabetes

(n=30) (n=30)
Maternales Alter bei Geburt des
Kindes (Jahre) 29,63 £ 5,25 32,23 £ 6,09 0,109
[Range] [21-40] [21-49]
Tragzeit (Tage) 274,5+ 8,16 282,5 + 38,51 0,468
[Range] [263-288] [263-292]
Geburtsgewicht des Kindes (g) 3379,33 + 415,83 3579,67 + 517,89 0,098
[Range] [2650-4240] [2490-4885]
pH-Wert des Nabelschnurblutes 7,33+ 0,07 7,32+ 0,07 0,329
[Range] [7,20-7,46] [7,12-7,49}
APGAR 1’ 8,76 £ 0,77 8,47 +0,76 0,076
[Range] [6-10] [7-9]
APGAR 5’ 9,79+0,48 9,53+0,67 0,118
[Range] [8-10] [8-10]
APGAR 10’ 9,93+0,25 9,8+0,48 0,375
[Range] [9-10] [8-10]
Graviditat 1,9+0,94 2,43+1,76 0,48
[Range] [1-4] [1-7]
Paritat 1,6 £0,61 1,83+1,13 0,538
[Range] [1-3] [1-5]
Pragravider maternaler BMI (kg/mz) 25,86 +5,25 30,17 £ 9,85 0,107
[Range] [18,31-39,56] [18,52-63,69]
Peripartaler maternaler BMI (kg/mz) 31,45 + 5,68 36,07 £ 10,92 0,125
[Range] [22,27-42,29] [21,82-75,55]
Gewichtzunahme in der
Schwangerschaft (kg) 15,27 +7,52 16,46 + 7,19 0,524
[Range] [-2-32] [2-33,2]

Tabelle 21: Charakteristika der Patientinnen mit (nicht insulinpflichtigem) Gestationsdiabetes
(NIDGDM) versus Kontrolle. Angegeben sind Mittelwert, Standardabweichung und Range.
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Der BMI der Mutter mit insulinpflichtigem Diabetes war sowohl vor (p=0,009), als

auch nach (p=0,003) der
Kontrollgruppe (Tabelle 22).

Schwangerschaft signifikant unterschiedlich zur

Kontrolle insulinpflichtiger p-Wert
Gestationsdiabetes
(n=30) (n=30)

Maternales Alter bei Geburt des
Kindes (Jahre) 29,63 £ 5,25 30,66 + 5,54 0,506
[Range] [21-40] [21-42]
Tragzeit (Tage) 274,5 + 8,16 270,07 £ 5,09 0,071
[Range] [263-288] [259-279]
Geburtsgewicht des Kindes (g) 3379,33 £ 415,83 3460,83 537,53 0,657
[Range] [2650-4240] [2650-4780]
pH-Wert des Nabelschnurblutes 7,33+ 0,07 7,33+ 0,06 0,95
[Range] [7,20-7,46] [7,17-7,44]
APGAR 1’ 8,76 £ 0,77 8,67 +£0,54 0,233
[Range] [6-10] [8-10]
APGAR 5’ 9,79+0,48 9,67 £ 0,54 0,346
[Range] [8-10] [8-10]
APGAR 10’ 9,93+0,25 99+0,3 0,999
[Range] [9-10] [9-10]
Graviditat 1,9+0,94 2,07 0,77 0,331
[Range] [1-4] [1-3]
Paritat 1,6+0,61 1,6 £ 0,66 0,288
[Range] [1-3] [1-3]
Pragravider maternaler BMI (kg/mz) 25,86 +5,25 31,45 + 7,58 0,009*
[Range] [18,31-39,56] [20,35-49,61]
Peripartaler maternaler BMI (kg/mz) 31,45 + 5,68 35,77 £ 6,51 0,003*
[Range] [22,27-42,29] [27,03-56,64]
Gewichtzunahme in der
Schwangerschaft (kg) 15,27 +7,52 12,26 £ 9,48 0,404
[Range] [-2-32] [-20-29]

Tabelle 22: Charakteristika der Patientinnen mit insulinpflichtigem Gestationsdiabetes (IDGDM)
versus Kontrolle. Angegeben sind Mittelwert, Standardabweichung und Range. Sternchen (*)

weisen auf statistisch signifikante Unterschiede (p <0,05) zwischen den Gruppen hin.

Bei Patientinnen mit Praeklampsie lag der jeweilige p-Wert bei 0,001 vor und bei

0,014 am Ende der Schwangerschaft (Tabelle 23). Bei

Patientinnen mit

Praeklampsie fiel zudem ein signifikant hherer BMI-Wert der Mitter am Ende der

Schwangerschaft auf. Bei der Auswertung der Gewichtszunahme im Laufe der
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Schwangerschaft konnte aber

werden (Tabelle 23).

4. ERGEBNISSE

kein signifikanter Unterschied nachgewiesen

Kontrolle Praeklampsie p-Wert
(n=30) (n=30)

Maternales Alter bei Geburt des
Kindes (Jahre) 29,63 £ 5,25 31,07 +4,49 0,222
[Range] [21-40] [21-40]
Tragzeit (Tage) 274,5 + 8,16 275+9,22 0,732
[Range] [263-288] [259-289]
Geburtsgewicht des Kindes (g) 3379,33 + 415,83 3327,17 + 415,16 0,733
[Range] [2650-4240] [2650-4300]
pH-Wert des Nabelschnurblutes 7,33+ 0,07 7,31+ 0,08 0,18
[Range] [7,20-7,46] [6,99-7,40]
APGAR 1’ 8,76 £ 0,77 8,5+1,12 0,198
[Range] [6-10] [3-9]
APGAR 5’ 9,79+0,48 9,53+0,81 0,121
[Range] [8-10] [6-10]
APGAR 10’ 9,93+0,25 9,73+0,63 0,227
[Range] [9-10] [7-10]
Graviditat 1,9+0,94 1,8+1,3 0,303
[Range] [1-4] [1-6]
Paritat 1,6+0,61 1,37+0,6 0,021*
[Range] [1-3] [1-3]
Pragravider maternaler BMI (kg/mz) 25,86 +5,25 32,76 £10,51 0,001*
[Range] [18,31-39,56] [19,78-61,88]
Peripartaler maternaler BMI (kg/mz) 31,45 + 5,68 39,19 +9,53 0,014*
[Range] [22,27-42,29] [25,31-64,7]
Gewichtzunahme in der
Schwangerschaft (kg) 15,27 +7,52 18,08 + 7,38 0,239
[Range] [-2-32] [6-37]

Tabelle 23: Charakteristika der Patientinnen mit Praeklampsie versus Kontrolle. Angegeben sind
Mittelwert, Standardabweichung und Range. Sternchen (*) weisen auf statistisch signifikante
Unterschiede (p <0,05) zwischen den Gruppen hin.

Bei den Patientinnen mit insulinpflichtigem Gestationsdiabetes zeigte sich ein

signifikanter Unterschied des Entbindungsmodus (Sectiones vs. Spontangeburten)

im Vergleich zur Kontrollgruppe. Der p-Wert lag bei 0,037. Fur die Gruppe mit

nicht insulinpflichtigem Gestationsdiabetes ergab sich ein p-Wert von 0,604 und

fur die Gruppe mit Praeklampsie ein p-Wert von 1,0 und somit keine Signifikanz

(prozentuale Verteilung siehe Abbildung 8). Vaginal-operative Eingriffe kamen

insgesamt nur selten vor.
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Kontrolle insulinpflichtiger
BSactiocaesared W 3pontanpartus Vakuumextraktion GestaﬁonSdiabetes
3% B Sectiocaesarea @ Spontanpartus

\

nicht insulinpflichtiger Praeklampsie
GeStationSdiabeteS B Sectiocacsarey W Spontanpartus Vakuumextrakbon
mSectiocaesared W Spontanpartug Vakuumextraktion %

\

‘Y

Abbildung 8: Vergleich der unterschiedlichen Entbindungsmodi zwischen der Kontrollgruppe und
den verschiedenen Studiengruppen.

Aufgrund der Krankheitsbilder, welche nicht nur Risiken fur die Mutter, sondern
auch fir die Neugeborenen bieten, wurde die Verlegungshaufigkeit der
Neugeborenen auf die Neugeborenenintensivstation ausgewertet. In Kkeiner
Gruppe wurden im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant mehr oder weniger

Neugeborene auf die Intensivstation verlegt (Tabelle 24; p=1).

ja nein
Kontrolle 2 28
nicht insulinpflichtiger Gestationsdiabetes 3 27
insulinpflichtiger Gestationsdiabetes 2 28
Praeklampsie 2 28

Tabelle 24: Haufigkeit der Verlegung der Neugeborenen auf die Intensivstation
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4. ERGEBNISSE
4.2 Vergleich der mRNA-Expression

Die mRNA Expression der plazentaren Heparanase zeigte zwischen den

jeweiligen Versuchsgruppen im Vergleich zur Kontrollgruppe keine signifikanten
Unterschiede (Tabelle 25-27).

Gen Standard- 95% p-
Typ Effizienz | Expression |abweichung Konfidenzintervall | Wert

HPRT | Referenzgen |1 1,094

SDHA | Referenzgen | 0,9 0,914

HPSE | Zielgen 0,9 0,713 0,192 - 2,405 0,039-6,351 0,173

Tabelle 25: Ergebnis der gPCR-Auswertung der Gruppe der Patientinnen mit nicht
insulinpflichtigem Gestationsdiabetes (NIDGDM) im Vergleich zur Kontrollgruppe

Standard- 95% p-
Gen |Typ Effizienz Expression | abweichung Konfidenzintervall | Wert
HPRT | Referenzgen |1 1,14
SDHA | Referenzgen |0,9 0,878
HPSE | Zielgen 0,9 0,681 0,169 - 2,819 0,032 -7,749 0,15

Tabelle 26: Ergebnis der gPCR-Auswertung der Gruppe der Patientinnen mit insulinpflichtigem
Gestationsdiabetes (IDGDM) im Vergleich zur Kontrollgruppe

Standard- 95% p-
Gen |Typ Effizienz | Expression |abweichung Konfidenzintervall | Wert
HPRT | Referenzgen 1 1,055
SDHA | Referenzgen 0,9 0,948
HPSE | Zielgen 0,9 0,903 0,305 - 2,690 0,123 -11,325 0,604

Tabelle 27: Ergebnis der gPCR-Auswertung der Gruppe der Patientinnen mit Praeklampsie im
Vergleich zur Kontrollgruppe

40



4. ERGEBNISSE

4.3 Immunhistochemischer Nachweis und Quantifizierung der HPSE

Die folgenden Abbildungen zeigen exemplarisch verschiedene Farbeintensitaten
der Heparanase in villdsen Zytotrophoblasten und extravilldsen Trophoblasten.
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Abbildung 9:  Einteilung der Farbeintensitat, VergroRerung 20-fach (Aufnahme mit Nikon,
Diaphot 300), (lange schwarze Pfeile: Markierung der villdsen Zytotrophoblasten
und extravilldsen Trophoblasten).

A: Intensitat O = keine Farbung

B: Intensitat 1 = gelbliche Farbung

C: Intensitat 2 = hellbraune Farbung

D: Intensitat 3 = dunkelbraune Farbung
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4. ERGEBNISSE

In den folgenden Tabellen sind die Mittelwerte der Farbeintensitaten der
verschiedenen Gruppen dargestellt. Es zeigte sich bei allen Gruppen im Vergleich
zur Kontrollgruppe kein statistisch signifikanter Unterschied der Heparanase-

Expression.
nicht insulinpflichtiger
Kontrolle Gestationsdiabetes p-Wert
Farbeintensitat 2,4+0,611 2,33+0,6 0,6481
Range 1-3 Range 1-3

Tabelle 28: Mittelwert, Standardabweichung und Range der Férbeintensitéat bei der Gruppe der
Patientinnen mit nicht insulinpflichtigem Gestationsdiabetes (NIDGDM) im Vergleich zur Kontrolle.

insulinpflichtiger
Kontrolle Gestationsdiabetes p-Wert
Farbeintensitat 2,4+0,611 2,33+£0,6 0,6481
Range 1-3 Range 1-3

Tabelle 29: Mittelwert, Standardabweichung und Range der Farbeintensitat der Gruppe der
Patientinnen mit insulinpflichtigem Gestationsdiabetes (IDGDM) im Vergleich zur Kontrolle.

Kontrolle Praeklampsie p-Wert
Farbeintensitat 2,4+0,611 2,66 £ 0,47 0,0903
Range 1-3 Range 2-3

Tabelle 30: Mittelwert, Standardabweichung und Range der Farbeintensitat der Gruppe der
Patientinnen mit Praeklampsie im Vergleich zur Kontrolle.
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5. Diskussion
5.1 Einordnung in die Fachliteratur

Sowohl Gestationsdiabetes als auch die dem Formenkreis der hypertensiven
Schwangerschaftserkrankungen zugehdrige Praeklampsie stellen eine Gefahrdung
fur die werdende Mutter sowie das ungeborene Kind dar. Aufgrund der Haufigkeit
und des komplikationsreichen Verlaufs, bis hin zur erhéhten perinatalen Mortalitat,
nehmen der Gestationsdiabetes und die Praeklampsie eine wichtige Rolle in der
Schwangerschaftsvorsorge und Geburtshilfe ein.

Seit 2002 wird eine zunehmende Pravalenz des Gestationsdiabetes [64]
beschrieben. Die Pravalenz schwankte, laut Literaturangaben, in den letzten 20
Jahren zwischen 0,6% und 22% [54, 74]. Je haufiger nach einem Gestationsdiabetes
,gesucht® wird, je hoher die Diabetesrisiken allgemein sind und je niedriger die
diagnostischen Grenzen liegen, umso haufiger wird ein Gestationsdiabetes
diagnostiziert [64].

Hypertensive  Schwangerschaftserkrankungen treten in 6% bis 8% der
Schwangerschaften auf [63]. Bis zum heutigen Zeitpunkt sind vor allem beztglich der
Praeklampsie sowohl die Praventionsmaéglichkeiten als auch die
Friherkennungsmethoden deutlich eingeschrankt. Durch Studien von Ferrazzani et
al. [35] und Rey et al. [98] liegen Hinweise vor, dass die Gabe von Heparinen als
Sekundarprophylaxe bei plazentaassoziierten Erkrankungen, wie der Praeklampsie,
wirksam sein konnte. Allerdings ist der genaue schwangerschaftsprotektive
Wirkmechanismus der Heparine, wie bereits von Bohlmann et al. [14] diskutiert, noch

nicht suffizient erforscht.

Nachdem die Expression der Heparanase in menschlichem Plazentagewebe
erstmalig durch Goshen et al. [37] nachgewiesen wurde, erfolgten weitergehende
Untersuchungen zu ihrer Expression sowohl in der Plazenta [28, 40, 42, 76] als auch
in trophoblastaren Zellkultur-Modellen [15].

Im Jahr 2000 erfolgte durch Dempsey et al. [28] der immunhistochemische Nachweis
in extravillosen Trophoblasten der humanen Plazenta, in Endothelzellen von
Xenografts, welche eine akute Abstolungsreaktion durchliefen, sowie in
Arterienwanden normaler Gewebe. Des Weiteren wurde die HPSE im uterinen

Epithel, der Dezidua und dem Trophoblasten der Maus sowie im humanen
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5. DISKUSSION

Trophoblasten lokalisiert [55]. Haimov-Kochman et al. [40] wiesen die Heparanase in
villdsen  Zytotrophoblasten,  Synzytiotrophoblasten und in  intermediaren
trophoblastaren  Zelllinien im  ersten  Trimenon normal verlaufender
Schwangerschaften sowie in molaren und ektopen Schwangerschaften nach.
AulRerdem wurde das Heparanase-Protein v. a. im Endothel fetaler Kapillaren und in
geringerer Konzentration auch in den grof3en fetalen Gefalien nachgewiesen.

Auch der die Dezidua und die miutterlichen Gefal3e invadierende extravilldse
Trophoblast zeigte sich HPSE-positiv. Im zweiten und dritten Trimenon war der
villdse Zytotrophoblast und der die plazentare Implantationsseite invadierende
extravillése  Trophoblast weiterhin HPSE-positiv, wahrend hingegen der
Synzytiotrophoblast im zweiten und dritten Trimenon eine variable HPSE-Expression
zeigte. Diese Ergebnisse gelten sowohl fur Patientinnen mit normal verlaufenden
Schwangerschaften, als auch fur Patientinnen, welche an einer Plazenta accreta
oder auch an einer Praeklampsie leiden. Die Ergebnisse des ersten und zweiten
Trimenon resultieren aus zwanzig Gewebeproben normaler intrauteriner
Schwangerschaften zwischen der 6. und 20. SSW und aus jeweils vier kompletten
und partiellen Molen im Gestationsalter zwischen der 6. und 14. SSW. Die
Stichproben wurden jeweils nach elektiver Abruptio gewonnen. Weiterhin wurden flnf
nicht rupturierte ektope Schwangerschaften in der 6. bis 9. SSW chirurgisch
reseziert. Die Ergebnisse des dritten Trimenon resultieren aus zehn Plazenten
unkompliziert verlaufender und gesunder Schwangerschaften nach spontaner
Entbindung oder Sectio caesarea und aus zehn Plazenten von Praeklampsie-
Patientinnen, ebenfalls nach normaler Entbindung oder Sectio caesarea [40].

Die bisherige Datenlage bzgl. der plazentaren HPSE-Expression ist somit aufgrund
des weit gefacherten Gestationsalters mit potentiellen Stéreinflissen durch eine
zeitlich divergierende, schwangerschaftswochenspezifische Expression ausgewahlter
Proteine [9] als suboptimal zu bezeichnen. Bisher fand keine systematische
Auswertung der HPSE-Konzentration bei den verschiedenen pathologischen
Schwangerschaftsverlaufen im Vergleich zu Kontrollen statt. Diese Licke wird durch
die vorliegende Arbeit nun fir Termingeburten geschlossen.

Da eine differierende Expression plazentarer Proteine bei GDM im Vergleich zu

Kontrollen nicht ungewohnlich ist [66, 87, 117] und zudem an anderen Organen
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veranderte HPSE-Expressionen bei Diabetes nachgewiesen wurden, erschien die
plazentare Analyse bei Frauen mit Gestationsdiabetes sinnvoll.

Die Heparanase konnte bisher sowohl im Zytoplasma als auch im Zellkern
nachgewiesen werden [81]. In mehreren Studien [55, 78, 81, 122, 124] wurde die
aktive Form der Heparanase (50-Kilodalton(kDa)-Form) nur im Zellkern
nachgewiesen. Sie wird im Golgi-Apparat im Zytoplasma gebildet, in die Lysosomen
transferriert und dort durch proteolytische Prozesse in die aktive Form Uberfuhrt.
Danach gelangt sie durch Translokation in den Zellkern und beeinflusst dort die
Zelldifferenzierung [71].

Als Fortfuhrung der in der vorliegenden Arbeit aufgegriffenen Thematik kénnte eine
Differenzierung zwischen der aktiven und der inaktiven Form im Rahmen der
guantitativen Bestimmung der Heparanase untersucht werden. Ebenso ware es
denkbar, dass die exakte zellulare Lokalisation der plazentaren Heparanase bei
normal bzw. pathologisch verlaufenden Schwangerschaften differiert. Diese
Fragestellung konnte durch die fir die vorliegende Arbeit verwendete
Untersuchungsmethode der gPCR aufgrund der Homogenisierung der
Plazentaprobe nicht beantwortet werden. Eine Uber den quantitativen Aspekt
hinausgehende immunhistochemische Untersuchung ware hier als Option denkbar.
Es besteht eine Korrelation zwischen der Expression der Heparanase und der
Progredienz verschiedener Malignome [78, 80, 122]. 2009 zeigten Zheng et al. [135],
dass die Heparanase sowohl die Invasivitat, die Angiogenese als auch die
Metastasierung von Malignomen, wie dem Osophaguskarzinom, dem
Pankreaskarzinom, dem malignen Melanom, dem Urothelkarzinom der Harnblase
und dem Prostatakarzinom férdert, allerdings nicht die Proliferation humaner
Magenkarzinom-Zellen. Nachdem somit bereits nachgewiesen wurde, dass die
Heparanase differierende Effekte bei verschiedenen Malignomen aufweist, liegt die
Vermutung nahe, dass auch Unterschiede in der HPSE-Expression bei anderen
pathologischen Schwangerschaftsverlaufen bestehen kodnnten. Somit ist die
Weiterfihrung der Untersuchungen z.B. mit anderen Krankheitsgruppen, wie IUGR

oder vorzeitige Plazentalésung, denkbar.
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Da sowohl die Metastasierung von Karzinomen als auch die Implantation und
Plazentation im Rahmen der Schwangerschaft ein hohes Invasions- und
Vaskularisationspotential voraussetzen und Heparin die HPSE-Expression
extraplazentar beeinflussen kann, stellt sich die Frage, ob die Gabe von Heparinen
zur Prophylaxe der Praeklampsie ebenfalls zur Hemmung der Heparanase fihren
und dadurch die Implantation und Plazentation behindern wirde, was eine
Kontraindikation fur Heparine in frihen Schwangerschaftswochen darstellen wirde.
Diese Hypothese wirde im Gegensatz zu bisherigen Untersuchungen uber die
Anwendung von Heparinen in der (Frih-) Graviditat stehen [10].

Dem gegenuber steht die Wirkung von Heparin auf das Gerinnungssystem, dessen
guantitative und qualitative Zusammensetzung wahrend der Schwangerschaft
signifikante physiologische Veranderungen durchlauft. Verschiedene
Gerinnungsfaktoren, u. a. der Faktor X, nehmen mit der Dauer der Schwangerschaft
in lhrer Aktivitat zu, wahrend die Thrombozytenaktivitat reduziert ist [14]. Diese in der
Schwangerschaft veranderte Aktivitdt der Gerinnungsfaktoren kann sich bei einer
UberschieRenden Fehlregulation negativ auf die Implantation der Blastozyste
auswirken [79]. So ist v. a. die auf einer gestorten plasmatischen Gerinnung, jedoch
auch die auf hereditdren oder erworbenen Thrombozytenfunktionsstorungen
beruhende maternale Hyperkoagulabilitat mit diversen
Schwangerschaftskomplikationen, wie rezidivierenden frihen und spaten Aborten,
intrauterinem  Fruchttod, intrauteriner =~ Wachstumsretardierung,  vorzeitiger

Plazentalésung und der Praeklampsie assoziiert [13, 14, 59, 97].

Bereits seit der Arbeit von Goshen et al. aus dem Jahre 1996 [37] ist bekannt, dass
Heparine zur Hemmung der Heparanase fahig sind. Im Rahmen von in-vitro-
Untersuchungen ergab sich, dass SSTO0001, ein Heparanase-Inhibitor aus der
Familie der Heparine, die Fahigkeit hat, sowohl die Konzentration als auch die
Freisetzung verschiedener Angiogenese-Faktoren in Sarkomzellen zu minimieren
und zudem den pro-invasiven Effekt Heparin-bindender Faktoren, wie VEGF,
signifikant zu hemmen. Cassinelli [19] zeigte eine 64-95%-ige Wachstumshemmung
der Zellkulturen bei padiatrischen Malignommodellen durch den Heparanase-
Inhibitor.
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In den Jahren 2007 und 2008 wurde bereits beschrieben, dass Heparin die Aktivitat
der Heparanase in Tumorzellen herabsetzt und damit die Metastasierungsrate
minimiert [16, 20, 80]. Die Hemmung der metastatischen Eigenschaft von Tumoren
[45, 53] durch Heparine wird zum einen uber die Inhibition der Heparanase und zum
anderen Uber den Einfluss auf Wachstumsfaktoren, wie den fibroblast growth fractor-
2 (FGF-2) und VEGF [20], erklart. Eine Hemmung der Metastasierung mit
Heparanase-spezifisch wirkenden Heparinen kann dabei nur bei Heparanase-
produzierenden Tumoren erzielt werden [45].

Diese experimentellen Ergebnisse fuhrten zu Untersuchungen bei onkologischen
Patienten:

Van Doormaal et al. [119] stellten im Rahmen einer 2011 durchgefiihrten
randomisierten Studie bei Patienten mit fortgeschrittenen Prostata-, Lungen- oder
Pankreaskarzinomen fest, dass durch die Gabe des niedermolekularen Heparins
Nadroparin zusatzlich zur Standard-Therapie kein Uberlebensvorteil im Vergleich zu
nicht mit Nadroparin behandelten Patienten bestand. Unklar bei dieser Untersuchung

bleibt jedoch, ob es sich um heparanaseproduzierende Malignome handelte.

BekanntermalRen besteht die Wirkung von Heparin auf die Gerinnungskaskade zum
einen in der Verstarkung der Antithrombinwirkung [11] und zum anderen auch in der
Inaktivierung von Gerinnungsfaktoren im Rahmen der plasmatischen Gerinnung.
Durch die Beeinflussung u. a. des Faktors Xa kénnen Heparine Verénderungen in
der maternalen Gerinnungskaskade entgegenwirken, welche

Schwangerschaftskomplikationen triggern kénnten [14, 79].

Eine Kombinationstherapie mit Heparin und ASS wird bereits bei Patientinnen mit
rezidivierenden Aborten im Rahmen eines Antiphospholipidsyndroms durchgefuhrt
[13]. Das Antiphospholipidsyndrom stellt eine erworbene Thrombophilie dar und steht
in engem Zusammenhang mit der Praeklampsie und Eklampsie [13], sodass ein
positiver Effekt von Heparinen auf die Implantation und Plazentation in Betracht zu
ziehen und genauer zu untersuchen ist.

Die Besonderheit einer medikamentdésen Therapie im Rahmen einer
Schwangerschaft besteht darin, dass es nicht nur gilt, die Wirkung des Medikaments
auf den maternalen Organismus sondern auch auf den fetalen Organismus zu

berlcksichtigen. Bezlglich einer Therapie mit unfraktioniertem Heparin (UFH) oder
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niedermolekularem Heparin (NMH) mussen keine teratogenen Effekte beflirchtet
werden, da beide Produkte die Plazentaschranke nicht passieren konnen [8].

In vielen an der Implantation und Plazentation beteiligten Zellen und Geweben, wie
Synzytiotrophoblast, villésem und extravilldsem Zytotrophoblast und Dezidua, sind in
der extrazellularen Matrix sowie auf der Zelloberflache zahlreiche Heparansulfat-
Proteoglykane lokalisiert, welche mithilfe von Heparansulfaten unter anderem
Wachstumsfaktoren, wie den VEGF, gebunden halten [31, 42, 55, 78]. Damit der
(extravillose) Trophoblast die Dezidua infiltrieren kann, muss zuvor die EZM
degradiert werden. Dies geschieht unter anderem mithilfe der von Trophoblasten und
spater von der Plazenta exprimierten Heparanase, welche Heparansulfate spaltet
und so fur die Freisetzung von VEGF und konsekutiv fir deren Aktivierung sorgen
[31, 42, 78].

VEGFs sind wichtige proangiogenetische Faktoren [5, 7]. Die Proliferation humaner
extravilléser Trophoblastzellen wird im ersten Trimenon durch VEGF
konzentrationsabhangig stimuliert, wobei VEGFs auch in der Dezidua exprimiert
werden [5] und somit als wichtige Bestandteile der embryo-maternalen
Wechselwirkung gelten. Ein  Zusammenhang mit der Praeklampsie konnte
mittlerweile hergestellt werden. Endothelzellen, welche in Kontakt mit Plasma von
Praeklampsie-Patientinnen kamen, zeigten eine gesteigerte Permeabilitdt und eine
reduzierte Vasodilatation [55]. Diese Reaktion scheint spezifisch fur eine VEGF-
Isoform, das VEGFiesb, zu sein und kann durch einen entsprechenden
neutralisierenden Antikdrper blockiert werden. Diese Isoform, eine von mehreren
Unterformen, scheint bei der Praeklampse eine zentrale Rolle zu spielen. Aufgrund
dessen widmete sich unsere Arbeitsgruppe [15] im gleichen Kontext dem Einfluss
von Heparin und VEGF auf die Proliferation und Expression der Endo-B-D-
glucuronidase Heparanase in humanen Chorionkarzinomzellen. Die zentrale Frage
dieser Arbeit war der Zusammenhang zwischen im Trophoblasten exprimierter
Heparanase und dem Einfluss von Heparin und VEGFi65 auf deren Expression und
auf das Zellwachstum. Als Ergebnis scheint Heparin in niedrigen Konzentrationen
signifikant die Proliferation der Chorionkarzinomzellen, welche als Modell fir den
Trophoblasten dienten, zu fordern. Ein Einfluss von Standardheparin auf die HPSE-

Expression zeigte sich nicht. Somit erscheint eine Vermittlung der durch Heparin
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nachzuweisenden Proliferationssteigerung uber die Heparanase unwahrscheinlich.
VEGFi65 hemmt mit steigender Konzentration z. T. deutlich signifikant das Wachstum
der Chorionkarzinomzellen. Die Heparanase selbst zeigt sich jedoch kaum
vermindert exprimiert, womit ein Zusammenhang zwischen der VEGF-Konzentration
und der Heparanase-Expression in diesem trophoblastaren Modell nicht bestatigt
werden konnte [15].

1999 untersuchten Parish et al. [84] die Wirkung von PI-88, einem Heparanase-
Inhibitor, im Rahmen von Tierversuchen. Nach Injektion von hochinvasiven
Adenokarzinom-Zellen in Ratten zeigte sich unter PI-88 eine deutliche Reduktion der
hamatologischen Metastasierung (>90%), des primaren Tumorwachstums (ca. 50%),
der lymphogenen Metastasierung (ca. 40%) und der Tumorvaskularisation (ca.30%).
Dies ist ein weiterer Hinweis auf die Auswirkung der Heparanase auf Wachstum,
Invasivitat und Vaskularisation von Tumorzellen.

Im Blastozystenstadium bzw. der Morula der Maus wurde die Heparanase ebenfalls
nachgewiesen und durch Zufuhr von exogener Heparanase ein etwa zweifacher
Anstieg der Embryoimplantationsrate in der Maus erzielt [96]. Auch D’Souza et al.
[31] wiesen eine gesteigerte Embryoimplantationsrate nach exogener HPSE-Zufuhr
nach. Aullerdem konnte diese Arbeitsgruppe einen dramatischen Anstieg der
uterinen Heparanase-Expression und eine etwa vierzigfache Aktivitatssteigerung der
Heparanase in der Frihschwangerschaft der Maus nachweisen. Die Gabe des
HPSE-Inhibitors PI-88 fuhrte zu einer Hemmung der embryonalen Implantation der
Maus in vivo. Auch die HPSE-abhangige Freisetzung der vaskularisationsfordernden
und Heparin-gebundenen  Wachstumsfaktoren der EZM wahrend der
Embryoimplantation wurden von D’Souza et al. [31] beschrieben. Die Freisetzung
von Wachstumsfaktoren zeigte sich abhangig von der Heparanase-Expression, da
die Heparanase die u. a. in der EZM der Plazenta [40] reichlich vorhandenen
HSPG [78] spaltet. Durch die spezifische Spaltung der HSPG kann die Plazentation
und Trophoblast-Invasion geférdert werden [40].

Dem gegentuber stehen die Ergebnisse von Harris et al. [42]. Diese Arbeitsgruppe
stellte fest, dass wéahrend des ersten Trimenon isolierte humane Trophoblasten zwar
einen hohen Gehalt an Heparanase zeigen, ein funktionshemmender Antikorper bei
Normoxie jedoch nicht die Invasion primarer Zytotrophoblasten oder extravilléser
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Trophoblasten hemmt. In einer Folgekultur unter Hypoxie (3 % Sauerstoff) war die
Heparanase-Expression nicht erhdoht und die Trophoblasteninvasion durch den
blockierenden Antikorper nicht verlangsamt.

Allerdings existieren zwei natlrliche Inhibitoren der Heparanase, das Eosinophile
Major Basic Protein (EMBP) und HIP/RPL29. Kirn-Safran et al. [55] stellten die
Expression der mRNA des EMBP in der humanen Plazenta fest und wiesen die
akkumulierende Expression von HIP/RPL29 in der Dezidua der Maus in einem
komplementaren Muster zu HSPG nach.

Diese natirlichen Heparanase-Inhibitoren wurden von Harris et al. [42] 2008 in ihren
Untersuchungen, deren Ergebnisse den Schluss zulassen wirden, dass die
Heparanase keinen direkten Einfluss auf die trophoblastare Invasion hat und auch
eine Hypoxie hier keinen Einfluss ausubt, nicht bericksichtigt. Da die bereits
beschriebene hohe Expression des HPSE-Gens in fir die Plazentation und
Implantation verantwortlichen Zellen und Geweben weiterhin fiir eine wichtige Rolle
der Heparanase spricht, lasst sich aufgrund der bisherigen Datenlage keine definitive
Aussage bezuglich des Einflusses der Heparanase auf die Prozesse der
Plazentation, Implantation oder der Invasion treffen.

Aus ethischen Grinden ist eine in vivo Untersuchung der Implantation und
Plazentation des Embryos nur an Tiermodellen mdglich. Die Ergebnisse solcher
Untersuchungen sind aber nicht ohne Einschrankung auf den menschlichen
Organismus Ubertragbar, sodass sich bei Nachweis der Heparanase in humanem
plazentarem und trophoblastdrem Gewebe weiter die Frage nach einem Effekt der

Heparanase auf die Implantation, Plazentation und Vaskularisation stellt.

HPSE ist neben der Zellinvasion, Tumorangiogenese und Metastasierung auch an
der Regulation des Hamostasesystems beteiligt. HPSE stimuliert die Expression des
Tissue factors (TF) [75], welcher die extrinsische Gerinnungskaskade durch Bindung
des aktivierten Proconvertin (Faktor Vlla) katalysiert. Des Weiteren wird der tissue
factor pathway inhibitor (TFPI), ein essentieller Regulator der Blutgerinnung, durch
die Heparanase beeinflusst.

Nadir et al. [76] untersuchten 2010 die Rolle der Heparanase in der Plazenta und
konzentrierten sich hierbei vor allem auf die Auswirkungen auf den TF und den TFPI
1 und 2 sowie VEGF. Im Rahmen der Studie wurde plazentares Gewebe von
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Fehlgeburten der 6. bis 10. SSW untersucht. Retrospektiv zeigte sich, dass dabei in
zehn Fallen eine Thrombophilie der Mutter mit konsekutiven rezidivierenden Aborten
vorlag. Es fand sich eine gesteigerte HPSE-, VEGF- und TFPI-2-Expression im
Vergleich zur Kontrollgruppe, welche aus Proben von Patientinnen mit elektiven
Abruptiones eines vergleichbaren Zeitraumes bestand. Die Autoren kamen zu dem
Schluss, dass die Heparanase einen Effekt auf TFPI und TFPI-2 hat. Man geht
davon aus, dass diese Faktoren an Komplikationen in der Frihschwangerschaft und
auch an Fehlgeburten beteiligt sind [40]. Die Arbeitsgruppe zog den Vergleich
zwischen pathologischen Schwangerschaftsverlaufen und daraus resultierenden
Aborten und elektiven Abruptiones jeweils im ersten Trimenon, sodass beziglich der
Ausprdgung o. ¢g. Faktoren kein Unterschied aufgrund eines differierenden
Schwangerschaftsalters bestand. Bei Nachweis einer maternalen Thrombophilie
ware dabei eine matched pair Analyse mit der Kontrollgruppe winschenswert

gewesen.

Auch wenn diese Veradnderungen der Gewebe und Zellen in der
Frihschwangerschaft festgestellt wurden, kann dies nicht automatisch auf die
Pathogenese von Komplikationen des zweiten und dritten Trimenon, wie z. B. auf
den nicht insulinpflichtigen Gestationsdiabetes, insulinpflichtigen Gestationsdiabetes
oder die Praeklampsie, Ubertragen werden. Die hohe Expression der Heparanase
und TFPI-2 bei normalen Schwangerschaften [37, 40] kann ein Zeichen fir die
fundamentale Rolle beider in der Entwicklung und Hamostaseologie der Plazenta
sein. Auch aufgrund dieser Gegebenheit befassten wir uns in dieser Arbeit mit der
Frage nach einer veranderten Heparanase-Expression bei vorhandener

Praeklampsie.

5.2 Auswertung der Patientinnengruppen

Es ist nachgewiesen, dass Patientinnen mit schlecht eingestelltem
Gestationsdiabetes ein groReres Risiko fur Frihgeburten [12] und andere
ernstzunehmende Komplikationen wie fetale Makrosomie mit postpartalen Stérungen
des Glukosestoffwechsels haben [44]. Es wurde bereits gezeigt, dass durch

Hyperglykdmien die HPSE-Expression in renalen Epithelzellen [70] und die renale
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HPSE-Ausscheidung bei Diabetespatienten gesteigert wird [48, 65], was mit einem
geringeren Gehalt an Heparansulfaten und somit einer erhdhten Permeabilitat der
glomerularen Basalmembran einhergeht. Diese Veranderungen bringen ein erhohtes
Risiko fur Nierenfunktionsstorungen, Proteinurie und diabetische Nephropathie [118]
mit sich. Diese Auspragungen sind, wenn sie in Kombination vorliegen, in einem

gewissen Mal3e mit dem renalen Krankheitsbild der Préaeklampsie vergleichbar.

Beide Krankheitsbilder, Gestationsdiabetes (insulinpflichtig und nicht-insulinpflichtig)
sowie die Praeklampsie, sind Grundlage dieser Arbeit. Ein Teil der in dieser Arbeit
verwendeten Daten in Bezug auf gestationsdiabetische Plazenten wurde im Vorfeld
bereits veroffentlicht [67]. Damals ergab sich kein signifikanter Unterschied in den
untersuchten Gruppen (GDM vs. Kontrolle). Ein mdglicher Grund hierfur war, aus
damaliger Sicht, die fehlende Einteilung in die Untergruppen des insulin- und des
nicht-insulinpflichtigen Diabetes mellitus. Diese Unterteilung wurde im Rahmen
dieser Arbeit nachgeholt, da aufgrund der bekannten Interaktion der Heparanase und

einem Diabetes mellitus eine weitergehende Subgruppenanalyse sinnvoll erschien.

In der Auswertung der verschiedenen Patientengruppen fand sich beziiglich des
Alters der Gebarenden, der Dauer der Schwangerschaft und auch der kindlichen
Befunde (pH-Wert, APGAR, Gewicht) kein signifikanter Unterschied. Das Fehlen
eines signifikanten Unterschiedes, gerade in Bezug auf die Dauer der
Schwangerschaft, lasst sich a. e. dadurch erklaren, dass nur Plazentagewebe von
Schwangerschaften nach Vollendung der 37. SSW eingeschlossen wurde. Aus
dieser Situation ergibt sich auch der fehlende Unterschied bezlglich des Outcomes
der Kinder (pH und APGAR) und auch der als nicht signifikant zu wertende
Unterschied bzgl. des Geburtsgewichts der Kinder. Sicher wirde sich hier ein sehr
signifikanter Unterschied ergeben, wirde man Patientinnen einschlieen, die
aufgrund einer ausgepragten Praeklampsie mit eventueller Entwicklung einer
Eklampsie schon weit vor der 37. SSW entbunden werden missten. Eine so
frihzeitige Entbindung wirde deutlich erniedrigte Geburtsgewichte erwarten lassen

und konsekutiv zu schlechteren neonatalen Befunden bei den Kindern fiihren.

Der signifikante Unterschied in Bezug auf den pragraviden und prapartalen BMI der

Matter war hingegen aufgrund der gewahlten Krankheitsbilder zu erwarten, da
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sowohl Praeklampsie als auch (Gestations-) Diabetes signifikant haufiger bei

Ubergewichtigen bzw. adipésen Patientinnen auftreten.

5.3 mRNA-Expression und immunhistochemischer Nachweis sowie
Quantifizierung der HPSE

In dieser Studie wurde zum ersten Mal die plazentare HPSE-Expression bei
Patientinnen mit insulinpflichtigem und nicht insulinpflichtigem Gestationsdiabetes
sowie einer Praeklampsie im Vergleich zu einer Kontrollgruppe in Terminnahe

untersucht.

Sowohl im Rahmen der durchgefiihrten gPCR als auch der immunhistochemischen
Quantifizierung der Heparanase ergaben sich keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Studiengruppen (insulinpflichtiger Gestationsdiabetes, nicht
insulinpflichtiger Gestationsdiabetes und Praeklampsie) und der Kontrollgruppe.

Wie oben bereits erwdhnt, wurden im Rahmen dieser Studie ausschlief3lich
Plazenten von Patientinnen mit mehr als 37 vollendeten SSW untersucht. Es kann
nicht ausgeschlossen werden, dass die plazentare Expression der Heparanase bei
Patientinnen mit schlecht eingestelltem Gestationsdiabetes, Friuhgeburten oder
anderen Komplikationen wéahrend der Schwangerschaft im Vergleich zu gesunden
Kontrollen differiert. Ein Bias kann bei dieser Untersuchung dadurch auftreten, dass
nur Frauen eingeschlossen wurden, die einen gut eingestellten Gestationsdiabetes

hatten und somit die Schwangerschaft in Terminnahe vollenden konnten.

Zwar konnten typische krankheitsspezifische Unterschiede (maternaler BMI,
Geburtsgewicht des Kindes) zwischen den untersuchten Gruppen nachgewiesen
werden; signifikante Unterschiede der plazentaren HPSE-Expression fanden sich

jedoch in keiner der beiden Untersuchungsmethoden.
Es gibt verschiedene Erklarungen fir dieses Ergebnis:

Zum einen ist es moglich, dass es in unserer Untersuchung keinen Unterschied gab,
da sich die HPSE-Expression in unserem Versuchsansatz in der Tat nicht relevant

unterscheidet.
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Eine weitere Erklarung ware, dass die Anzahl der Proben zu gering gewahlt wurde
und eine Signifikanz erst bei einer hoheren Fallzahl nachzuweisen ware. Dies ist
allerdings unwahrscheinlich, da vor Durchfihrung der Untersuchung eine
Fallzahlanalyse durchgefuhrt wurde und in anderen Studien bereits mit einer solchen
Fallzahl gearbeitet wurde.

Als nachste Erklarung bliebe noch ein praanalytischer Fehler. Dieser konnte
beispielsweise durch eine zu lange Liegezeit der Proben vor oder durch ihre weitere
postpartale Verarbeitung bzw. Konservierung bedingt sein. Allerdings sollten diese
Fehler durch die gegebene rasche Weiterverarbeitung sowie die Wahl zweier
Untersuchungsmethoden aufgehoben werden. Sowohl die PCR-Diagnostik als auch
die Immunhistochemie zeigten keinen signifikanten Unterschied. Auch erscheint es
unwahrscheinlich, dass unbeabsichtigt nur Plazenten einer Gruppe (Studien- oder
Kontrollgruppe) einem praanalytischen Fehler unterlegen waren und hierdurch

sekundar eine Ergebnis-Nivellierung erzielt wurde.

Als letzte Erklarung besteht die Moglichkeit, dass zum Zeitpunkt der Untersuchung,
also nach Vollendung der 37. SSW, kein signifikanter Unterschied mehr besteht, eine
Veranderung aber durchaus zu einem friheren Schwangerschaftszeitpunkt vorlage.
Eine solche Annahme Uber differierende HPSE-Expressionen im ersten oder zweiten
Trimenon bleibt spekulativ und misste durch weitere Untersuchungen fundiert
werden. Fur unsere Fragestellungen ist dies jedoch unrealistisch: So sind
vergleichende plazentare Analysen aus Geweben des ersten Trimenon nicht
moglich, da zwar (Kontroll-) Plazenten im Rahmen von Abruptiones gewonnen
werden konnten, sich die im Rahmen der vorliegenden Arbeit untersuchten
Pathologien  wie  Gestationsdiabetes oder Praeklampsie zu  diesem
Schwangerschaftszeitpunkt aber noch nicht manifestiert haben. Zudem existieren bis
dato keine suffizient sicheren prognostischen Marker fir das Eintreten dieser
Pathologien zu einem spateren Schwangerschaftszeitpunkt. Somit ist eine
Differenzierung zwischen Kontroll- und Studiengruppe zu diesem Zeitpunkt nicht
moglich. Eine Gewinnung plazentaren Gewebes bei intendierter Fortfihrung der
Schwangerschaft - und dann moglicher postpartaler Auswertung, ob eine
Schwangerschaftskomplikation aufgetreten war - birgt hingegen das ethisch nicht

akzeptable Risiko einer Fehlgeburt.

55



5. DISKUSSION

Vergleichende plazentare Analysen bei geborenen Kindern des zweiten und frihen
dritten Trimenon weisen das Problem auf, dass zwar die hier untersuchten
Schwangerschaftspathologien durchaus bereits manifest sein kdnnen, es aber kein
Gewebe einer unauffalligen Kontrollgruppe gibt. Frihgeborene Kinder des zweiten
und frihen dritten Trimenon sind per se — aufgrund ihrer Frihgeburtlichkeit — nicht
als unauffallige Kontrollgruppe zu werten.

5.4 Ausblick

Nach Durchfuhrung dieser Arbeit gibt es noch einige Ansatze, welche einer
wissenschaftlichen Untersuchung bediirfen.

Zum einen ware die weitere Differenzierung in Bezug auf die Gruppe der
Gestationsdiabetikerinnen (insulinpflichtig oder nicht-insulinpflichtig) in Erwégung zu
ziehen. Denn die Expression der Heparanase wird, wie bereits beschrieben, durch
Hyperglykdmien gesteigert [70], genauso wie die renale HPSE-Ausscheidung
gesteigert werden kann [48, 65]. Im Rahmen dieser Studie erfolgte allerdings keine
genaue Auswertung der Blutzuckerwerte oder des HbAlc-Wertes der Schwangeren,
sodass die HPSE-Konzentrationsunterschiede zwischen gut eingestellten
Gestationsdiabetikerinnen und Gestationsdiabetikerinnen mit haufigen

hyperglykdmen Entgleisungen von wissenschaftlichem Interesse sein kénnten.

Das verwendete Gewebe im Rahmen dieser Studie war homogenisiertes
Plazentagewebe. Sowohl im Rahmen der PCR-Diagnostik als auch im Rahmen der
immunhistochemischen Farbung erfolgte keine exakte zellulare Lokalisation der
plazentaren Heparanase. Auch erfolgte, gerade im Rahmen der HPSE-
Quantifizierung mittels Immunhistochemie, keine Unterscheidung bezlglich des
Farbeverhaltens im Zellkern und des Farbeverhaltens im Zytoplasma. Allerdings
weild man, dass die Heparanase zwar im Zellkern und im Zytoplasma vorhanden ist
[81], jedoch nur im Zellkern die aktive Form der Heparanase nachgewiesen werden
konnte [55, 78, 81, 122, 124]. Aufgrund dieser Tatsache ware eine genauere
Differenzierung der Farbeintensitat im Bereich der Zellkerne bei verschiedenen

Krankheitsbildern ebenso sinnvoll wie eine Bestimmung der HPSE-Aktivitat.
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Des Weiteren ist, wie oben bereits beleuchtet, die Untersuchung beztiglich anderer
Schwangerschaftspathologien ein interessanter Aspekt. Bei weiteren Erkrankungen,
die ebenfalls durch Implantationsstorungen mit bedingt werden, kénnte aufgrund der
Pathophysiologie und der extraplazentaren Effekte der Heparanase eine Analyse der
HPSE-Expression ebenfalls sinnvoll sein: So sollten Erkrankungen wie die
intrauterine Wachstumsrestriktion oder auch die vorzeitige Plazentalésung aufgrund
ihrer Auswirkungen auf die Entwicklung des Kindes und die deutlich erhthte
Mortalitat und Morbiditat fur Mutter und Kind weiter wissenschaftlich analysiert

werden.

Bei den bekannten Auswirkungen der Heparanase auf die Implantation und
Plazentation lag die Annahme nahe, dass auch gerade bei hypertensiven
Schwangerschaftserkrankungen eine Veranderung der HPSE-Expression vorliegen
konnte. Aufgrund der bekannten (extraplazentaren) Interaktion zwischen Heparin(en)
und der Heparanase einerseits, sowie der klinisch teilweise erfolgreichen
Therapieansatze mittels Heparin in der (Sekundar-) Prophylaxe plazentarer
Komplikationen andererseits, war es ein Ziel dieser Arbeit, mogliche Assoziationen
zwischen der plazentaren HPSE-Expression und dem Auftreten von
Schwangerschaftserkrankungen in exakt definierten Gruppen zu ermitteln. Daher
wurden Patientinnen mit einer laufenden antikoagulatorischen Therapie mit ASS,
Heparinen oder Vitamin-K-Antagonsiten fir die vorliegende Arbeit nicht
bericksichtigt.

Da bei Patientinnen mit Nachweis eines Antiphospholipid-Syndroms eine
Kombinationsbehandlung mit ASS und Heparin zur Sekundarprophylaxe in einer
Graviditat durchgefuhrt wird, wéare es Uberlegenswert, auch Plazenten solcher

Hochrisiko-Patientinnen in Hinblick auf die HPSE-Expression zu evaluieren.

Die bisherigen Untersuchungen der Heparinwirkung auf Schwangerschaftsgewebe
erfolgte in vitro, da eine Passage der Plazentaschranke nicht gegeben ist [10].
Hierbei zeigt sich eine immunmodulatorische Wirkung von spezifischen Heparinen,
wie z. B. Enoxaparin, Uber eine Antagonisierung APS-induzierter spezifischer
Interleukine [41]. Dies kdnnte fir den schwangerschaftsprotektiven Effekt im Rahmen
eines APS verantwortlich sein [116]. Daneben zeigten sich weitere Effekte der

Heparine auf Trophoblasten, die extrazellulare Matrix und Signalkaskaden der
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Dezidua. Es finden sich unterschiedliche Auswirkungen der verschiedenen Heparine
auf Selektine und die hCG-Sekretionen [14]. AuRerdem scheint die Heparindosis fir
die Proliferations- und Invasionsfahigkeit der Trophoblasten relevant zu sein.
Wahrend niedrige Heparinkonzentrationen diese férdern, scheinen hohe sie zu

hemmen [15].

Gerade diese Gegebenheit lasst die Frage offen, ob eine Therapie mit Heparinen die
Implantation und Plazentation im Sinne der Wirkung der Heparanase férdert und
somit einen positiven Einfluss auf z.B. hypertensive Schwangerschaftserkrankungen
hat. Wirde man die bereits nachgewiesene Auswirkung einer niedrigdosierten
Heparintherapie auf die Invasionsfahigkeit von Trophoblasten Ubertragen, kdnnte
man erwarten, dass eine solche Therapie zu einer geringeren Auspragung der

hypertensiven Schwangerschaftserkrankungen fihrt.
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6. Zusammenfassung

Hypertensive Schwangerschaftserkrankungen, wie z.B. die Praeklampsie, sowie der
Gestationsdiabetes gehen mit einer deutlich erhéhten Morbiditat und auch Mortalitat
der Mutter und des ungeborenen Kindes einher.

Pathophysiologisch liegt dem Erkrankungsbild der Préaeklampsie eine gestorte
Plazentation zugrunde. Diabetische Erkrankungen gehen mit extrauterinen
Veranderungen der HPSE-Expression, sowie im Falle des Gestationsdiabetes mit
einer geanderten plazentaren Protein-Expression einher.

Aus der Literatur ist eine stimulierende Wirkung der Heparanase auf die
Zellproliferation sowie Metastasierung verschiedener maligner Erkrankungen
bekannt. Auch der Progress maligner Erkrankungen geht, wie die Plazentation und
Implantation, mit einer gesteigerten Invasion und einer gesteigerten Vaskularisation
von Geweben einher. Aus diesem Grund lag die Annahme nahe, dass die
Heparanase auch im Rahmen der hypertensiven Schwangerschaftserkrankungen
eine wichtige Rolle spielen kann. Wie bereits in vitro nachgewiesen, zeigt Heparin
eine positive Auswirkung auf die Proliferation des Trophoblasten, sodass ein
fordernder Effekt auf die Implantation und Plazentation durchaus als méglich
erscheint. Die Interaktion zwischen Heparin und der HPSE-Expression in
extraplazentarem Gewebe sowie die klinischen Effekte einer Heparin-Behandlung bei
hypertensiven ~ Schwangerschaftserkrankungen lieRen  einen  plazentaren
Zusammenhang vermuten.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde daher die HPSE-Expression in plazentarem Gewebe
bei Patientinnen mit Gestationsdiabetes bzw. einer Praeklampsie im Vergleich zu
gesunden Schwangeren untersucht. Die Expression der Heparanase-mRNA wurde
mit der gPCR verifiziert sowie mit immunhistochemischen Farbungen analysiert.

Es wurden Plazenten nach Vollendung der 37. SSW untersucht. Unter diesen
Bedingungen konnte kein Unterschied der plazentaren HPSE-Expression
nachgewiesen werden. Allerdings ist es uUberlegenswert, ob ein Unterschied in
friheren Schwangerschaftswochen besteht. Des Weiteren wurde nicht zwischen der
HPSE-Expression in verschiedenen Anteilen der Plazenta (Gefal3e, Trophoblast etc.)
differenziert, da v. a. im Rahmen der qPCR mit einem Homogenisat gearbeitet

wurde.
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Zum Nachweis eines Heparanase-assoziierten Effektes auf plazentare Faktoren gilt
es, weitere Untersuchungen an humanem Plazentagewebe anzustreben. Eine
Untersuchung weiterer Formen hypertensiver Schwangerschaftserkrankungen bei
Patientinnen mit und ohne Heparintherapie sowie die Verifizierung der Lokalisation

der Heparanase wéren dabei besonders ins Auge zu fassen.
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8. Anhang

8.1 Ethikvotum

Positives Votum der Ethikkommission (beiliegend)

8.2 Patientenaufklarung

Formular zur Patientenaufklarung (beiliegend)
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Titel:  Placentare Heparanasen bei pathologischen Schwangerschaftsverlaufen

Sehr geehrte Frau Ludders,
der Antrag wurde unter berufsethischen, medizinisch-wissenschaftlichen und berufsrechtlichen
Gesichtspunkten gepruft.

Die Kommission hat nach der Beriicksichtigung folgender Hinweise keine Bedenken: Eine Rekrutierung
der Patientin-nen ,,im Kreissaal ist zu vermeiden, der Zeitpunkt der Rekrutierung sollte vorverlegt werden,
um Uberforderungs-situationen auszuschlieen. Die Patienteninformation ist laienverstandlicher zu
formulieren. Der Abschnitt ,, Zweck der Studie* ist stark zu kiirzen und weniger bedrohlich zu gestalten.
Auf der Seite 3 der Aufkldrung im unteren Absatz ist das Wort ,,Entnahmeeinrichtung* durch ein
passenderes Wort zu ersetzen.

Bei Anderung des Studiendesigns sollte der Antrag erneut vorgelegt werden. Uber alle schwerwiegenden
oder unerwarteten und unerwiinschten Ereignisse, die wahrend der Studie auftreten, mu die Kommission
umgehend benachrichtigt werden.

Nach AbschluR des Projektes bitte ich um Ubersendung eines knappen Schlussberichtes (unter Angabe
unseres Aktenzeichens), aus dem der Erfolg/Misserfolg der Studie sowie Angaben dartber, ob die Studie
abgebrochen oder geandert bzw. ob Regressanspriiche geltend gemacht wurden, ersichtlich sind.

Die &rztliche und juristische Verantwortung des Leiters der klinischen Studie und der an der Studie

teilnehmenden Arzte bleibt entsprechend der Beratungsfunktion der Ethikkommission durch unsere
Stellungnahme unberihrt.

Mit freundlichem Gruf bin ich
lhr

Prof. Dr. med. Dr. phil. H. Raspe
Vorsitzender
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PATIENTENAUFKLARUNG

Titel der Studie: ,Placentare Heparanasen bei pathologischen
Schwangerschaftsverlaufen

Sehr geehrte Patientin,

wir laden Sie ein, an einer Studie teilzunehmen. Bevor Sie lhre Entscheidung zur
Teilnahme treffen sollten Sie wissen, warum die Studie durchgefiihrt wird und was
mit einer Studienteilnahme verbunden ist. Bitte nehmen Sie sich die Zeit, die
folgenden Hinweise aufmerksam durchzulesen, und zégern Sie bitte nicht, sich an
den informierenden Arzt/Arztin zu wenden, wenn Unklarheiten bestehen oder Sie
erganzende Informationen bendtigen.

Welchem Zweck dient die Studie?

Wir mochten Gewebe des Mutterkuchens (,Placenta“) nach der Geburt
untersuchen und dabei Vergleiche zwischen Placenten von Frauen mit einem
unauffalligen Schwangerschaftsverlauf und solchen mit
Schwangerschaftskomplikationen anstellen.

Schwangerschaftserkrankungen sind Erkrankungen, die spezifisch wahrend einer
Schwangerschaft auftreten. Mengenmallig spielen bei Erkrankungen in der
Schwangerschaft neben dem Auftreten eines Schwangerschaftszuckers
(,Gestationsdiabetes)  hochdruckbedingte  (,Hypertonie*/  ,Hypertension®)
Erkrankungen eine besondere Rolle.

Der Ursprung der zu den hypertensiven Schwangerschaftserkrankungen zahlende
Praeklampsie (PE) liegt in Veranderungen des Mutterkuchens bzw. des
Zusammenspiels zwischen Gebarmuter und Mutterkuchens (sog. ,utero-
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Saure Einheit”). Es kommt hier zu einer verminderten Durchblutung des

Mutterkuchens. Als Folge hiervon kdnnen neben einer Erhéhung des mutterlichen
Blutdrucks Komplikationen wie einer Wachstumsverzoégerung des Kindes (IUGR),
ein so genanntes HELLP-Syndrom sowie eine vorzeitige Ablosung des
Mutterkuchens auftreten.

Es bestehen Hinweise, dass bei Frauen mit angeborenen oder erworbenen
Gerinnungsstorungen ein erhdhtes Risiko fir das Auftreten hochdruckbedingter
Erkrankungen in einer Schwangerschaft vorliegt. Moéglicherweise liegt diesen
auffalligen Schwangerschaftsverlaufen auch ein veranderter kdrpereigener Abbau
bzw. Verbrauch gerinnungshemmender Substanzen (Heparinen) zugrunde.

Im Rahmen dieser Studie soll untersucht werden, ob im Placentagewebe von
Patientinnen mit pathologischen  Schwangerschaftsverlaufen quantitative
Veradnderungen bestimmter Heparin-abbauender Enzyme — sog. Heparanasen —
bestehen, die ursachlich far die benannten pathologischen
Schwangerschaftsverlaufe sein kdnnen.

Da Frauen mit stattgehabter Praeklampsie, IUGR, einem HELLP-Syndrom sowie
einer vorzeitigen Ablosung des Mutterkuchens ein erhohtes Risiko von
Komplikationen in einer Folgeschwangerschaft (Frihgeburtlichkeit, kindliche
Wachstumsverzdgerung, vorzeitige Placentalésung, etc) aufweisen, kommt der
Préavention solcher Komplikationen eine hohe Bedeutung zu. Auch stellt ein
Gestationsdiabetes einen Risikofaktor fir das Auftreten von Komplikationen in
einer Folgeschwangerschaft dar.

Durch die Kenntnis maoglicher Veranderungen placentarer Enzymen bei
pathologischen Schwangerschaftsverlaufen kénnten sich Vorteilen ergeben:

- Erkenntnis einer neuen pathologischen Physiologie bei Patientinnen
mit pathologischen Schwangerschaftsverlaufen

- mogliche Entwicklung neuer Therapieansatze in der Praxis,
besonders bei betroffenen Patientinnen in einer maoglichen
Folgeschwangerschaft

- neue Praventionsansatze zur Verringerung erneuter Komplikationen

Fur die aktuelle Schwangerschaft haben diese Erkenntnisse keine Bedeutung, da
diese schon beendet ist — der Mutterkuchen wird erst nach Geburt untersucht.

Wie &ndert sich bei mir durch Teilnahme an der Studie?

Bei Studienteilnahme wird nach Geburt des Kindes und der Nachgeburt
Placentagewebe zur Untersuchung auf mdgliche Veranderungen der
Heparanasen gewonnen. Der Mutterkuchen wird normalerweise nach der Geburt
verworfen. Durch lhre Teilnahme an der Studie &ndert sich in lhrer Betreuung
nichts.

Worin bestehen die moglichen Nachteile und Risiken einer
Teilnahme?

Bei Teilnahme an der Studie bestehen kein Nachteil und kein Risiko fir Sie und
Ihr Kind, da wir erst nach abgeschlossener Geburt Placentagewebe gewinnen.
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Warum gehdre ich zu den Kandidatinnen fiur eine Teilnahme?
Ihr Arzt schlagt Ihnen die Teilnahme an dieser Studie vor, weil

bei Ihnen eine der vorbezeichneten Schwangerschaftskomplikation
aufgetreten ist

Ihre Schwangerschaft ohne Komplikationen abgelaufen ist und Sie die
somit die Auswahlkriterien fur eine Teilnahme als Kontrollpatientin erftllen.

Koénnen die Studienergebnisse anderen Frauen nitzen?

Die Frauenklinik des Universitatsklinikums Schleswig-Holstein, Campus Libeck,
mochte eine medizinische Versorgung auf hohem Niveau bieten und diese
konsequent verbessern. Der mogliche Nachweis einer Uberexpression von
placentare Heparanasen bei pathologischen Schwangerschaftsverlaufen kann
nicht nur fir Sie in einer Folgeschwangerschaft, sondern auch fir die Entwicklung
neuer Therapieansatze und Praventionsmal3nahmen fir die Allgemeinheit von
Vorteil sein.

Durch lhre Bereitschaft, an der Studie ,Placentare Heparanasen bei
pathologischen Schwangerschaftverlaufen® zu wissenschaftlichen Zwecken
teilzunehmen, kdnnen Sie einen wichtigen Beitrag dazu leisten, mogliche neue
Therapieansatze und Praventionsmal3nahmen weiter und neu zu entwickeln.

Werden zuséatzliche Untersuchungen durchgefihrt?
Es werden keine weiteren Untersuchungen notwendig sein.

Bleibt meine Teilnahme an der Studie vertraulich?

Ihre Behandlungsdaten werden vor Auswertung pseudonymisiert, das bedeutet
die Daten werden so verschlisselt, dass die Identitat der Person nur tber einen
Entschliisselungscode ermittelbar ist. Die pseudonymisierten Daten werden nach
5 Jahren vernichtet. Weitere Angaben: s. ,zusatzliche Hinweise".

Pseudonymisierung und datenschutzrechtliche Informationen

Alle im Zuge dieser Studie erhobenen personenbezogenen Angaben (Name,
Vorname, Geburtsdatum, Schwangerschaftsverlauf) werden pseudonymisiert. Bei
der Pseudonymisierung werden die personlichen Daten durch einen mehrstelligen
Zahlencode ersetzt. Die personlichen Daten bendétigen wir fur den Nachweis lhres
schriftlichen Einverstandnisses zur Studienteilnahme. Diese
Einverstandniserklarung verbleibt bei dem fir die Untersuchung verantwortlichen
Mediziner in der Klinik und wird dort in archiviert. Das medizinische Fachpersonal
in der Klinik unterliegt der Schweigepflicht. Die persdnlichen Daten sind vor
fremden Zugriff geschutzt. Der Einsatz eines mehrstelligen Zahlencodes ist
notwendig, um die Identifizierung der Studienteilnehmerin auszuschlieRen und um
eine Verwechslung der Placenten verschiedener Patientinnen vollstandig
auszuschlief3en.
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SeHSie bereit sind, unentgeltlich den Mutterkuchen zum wissenschaftlichen

Erkenntnisgewinn zur Verfugung zu stellen, fillen Sie bitte die beiliegende
Einverstandniserklarung aus.

Wir bedanken uns herzlich fir Ihre Unterstitzung, mit der Sie uns bei der
Untersuchung auf mogliche Ursachen einer Schwangerschaftskomplikation
behilflich sind.

Sollten _Sie Fragen zum Verfahren haben oder etwas nicht verstehen,
wenden Sie sich bitte an _den diensthabenden Arzt im Kreil3saal oder_an
Oberarzt Dr. med. M. Bohimann, Tel: 0451/500 4418, der Frauenklinik des
Universitatsklinikums Schleswig-Holstein, Campus Lubeck.

Tritt im Rahmen der Studiendurchfuhrung ein Schaden auf, der den
Studienteilnehmern durch das schuldhafte Verhalten eines Beschéftigten
des Universitatsklinikums Schleswig-Holstein (UK SH) zugefigt wurde,
haftet die gesetzliche Haftpflicht des UK SH.

Zusatzliche Hinweise

Datenschutz

Untersuchungsergebnisse und weitere krankheitsrelevante Daten sowie
Behandlungsverlaufe werden dokumentiert und diese Daten mit Hilfe der EDV
sowie unter Berlcksichtigung des 84 Abs. 3 des Landesdatenschutzgesetzes
gespeichert und ausgewertet. Die Patienten- und Krankheitsdaten werden
entsprechend den Bestimmungen des Bundesdatenschutzgesetzes streng
vertraulich behandelt. Sollte es im Rahmen dieses Projektes notwendig werden,
Teile von Untersuchungen an anderen Einrichtungen durchfiihren zulassen oder
krankheitsrelevante Daten zu vergleichen, erfolgt die Weitergabe in
pseudonymisierter Form.

Entscheidungsfreiheit

Die Einwilligung zur Teilnahme an der Studie ,,Placentare Heparanasen bei
pathologischen  Schwangerschaftsverlaufen® zu den beschriebenen
wissenschaftlichen Zwecken erfolgt freiwillig.

Sie kdnnen jederzeit eine gegebene Einwilligung ohne Angabe von Grinden
widerrufen, ohne dass dies nachteilige Folgen fur lhre weitere medizinische
Betreuung hat.
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Titel der Studie: ,Plazentare Heparanasen bei pathologischen

Schwangerschaftsverlaufen

Bitte entscheiden Sie sich in der nachfolgenden Erklarung, ob Sie an der Studie
»Plazentare Heparanasen bei pathologischen Schwangerschaftsverlaufen*
teilnehmen méchten.

Erklarung der Patientin nach dem Aufklarungsgesprach mit dem Arzt

Herr / Frau Dr. med. hat mir anhand der Hinweise im
Merkblatt den Zweck und die Vorgehensweise der o.g. Studie im Rahmen eines
wissenschaftlichen Projektes der Frauenklinik des Universitatsklinikums
Schleswig-Holstein, Campus Libeck dargelegt.

Ich habe die ,Aufklarung zur Studie® gelesen und verstanden. Ich hatte
ausreichend Gelegenheit, Fragen zu stellen. Diese wurden zufriedenstellend und
vollstandig beantwortet. Ich habe keine weiteren Fragen.

Mir ist bekannt, dass ich das Recht habe, meine Einwilligung zur Studie
ohne Angabe von Griinden jederzeit zurickzunehmen. Gewonnenes Gewebe wird dann
vernichtet und nicht weiter ausgewertet.

Einwilligungserklarung

Bankverbindungen: 81
Sparkasse Kiel, Kto.-Nr. 100206, BLZ 21050170

Dresdner Bank Liibeck, Kto.-Nr. 300041200,

BLZ 23080040
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Ich willige hiermit in die Teilnahme an der Studie ,,Plazentare Heparanasen bei
pathologischen Schwangerschaftsverlaufen* ein.

Libeck,

Datum Unterschrift der Patientin

Datum Unterschrift Arztin/ Arzt
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