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1. Zusammenfassung

In dieser Dissertationsschrift soll der Einfluss des maternalen Ubergewichts mit und ohne
gleichzeitiges Vorliegen eines Gestationsdiabetes (GDM) auf den maternofetalen Cortisol-
Transport beleuchtet werden. Hierfir wurden die Patientinnen und ihre Kinder in 3 Gruppen
eingeteilt, die normalgewichtige Schwangerschaft ohne GDM (Gruppe |), die Ubergewichtige
Schwangerschaft ohne GDM (Gruppe Il) und die Ubergewichtige Schwangerschaft mit GDM
(Gruppe II).

Der Cortisolspiegel und damit die fetale Cortisol-Exposition ist unmittelbar wichtig fur das fetale
Outcome, z.B. besteht durch eine vermehrte fetale Cortisol-Exposition ein erhdhtes Risiko eine
fetale Wachstumsrestriktion (FGR) zu entwickeln. Bei FGR kdnnen dementsprechend
signifikant hohere fetale Cortisolspiegel nachgewiesen werden.

Das maternale Ubergewicht ist insofern interessant, als dass bei Adipositas des Erwachsenen
unabhangig einer vorliegenden Schwangerschaft hdhere Cortisolspiegel bestehen, wahrend
in der Schwangerschaft eine veranderte Cortisol-Ausschittung bei Adipositas besteht. Mit
Hoéhe des BMI steigt auch das allgemeine Risiko einen Diabetes mellitus Typ Il bzw. einen
GDM in der Schwangerschaft zu entwickeln. Gleichzeitig besteht bei Adipositas wie auch bei
GDM eine hohere Wahrscheinlichkeit fur ein fetales LGA (Large for Gestational Age).

Im Rahmen der Analyse der Studienkohorte zeigte sich bei Ubergewichtiger, diabetischer
Schwangerschaft (Gruppe Ill) im Vergleich zur nicht-diabetischen Schwangerschaft mit und
ohne Ubergewicht (Gruppen | und Il) eine deutliche Erhdhung der fetometrischen Daten
Kopfumfang, Kérpergewicht und -lange; es kam aufl3erdem signifikant haufiger zu einem (very)
LGA und einer Makrosomie in Ubergewichtiger, diabetischer Schwangerschaft. Beim
Plazentagewicht zeigte sich kein signifikanter Unterschied.

Weiterhin wurde das maternale Cortisol peripartal nlichtern vor Sectio caesarea untersucht.
Hierbei zeigte sich ein bei Ubergewichtiger, diabetischer Schwangerschaft (Gruppe IlI)
gegenuber der normalgewichtigen Schwangerschaft (Gruppe 1) erniedrigter Cortisolspiegel.
Der maternale Cortisolspiegel korrelierte weiterhin negativ mit dem prapartalen, maternalen
BMI. Zum Vergleich wurde aus dem Nabelschnurblut unmittelbar nach der Sectiones-
Entbindung das neonatale Blut gewonnen, hier zeigte sich ein Cortisolspiegel, der sich in den
Untersuchungsgruppen nicht signifikant unterschied. Der maternale Cortisolspiegel zeigte sich
um den Faktor 7,5 hoher als der neonatale Cortisolspiegel.

Die sogenannte Glucocorticoid-Plazenta-Schranke reguliert den Ubergang des Cortisols auf
den Fetus. Entscheidende Enzyme und Transporter dieser Schranke sind die 11B-HSD1 flr
die Aktivierung des Cortisons, vorrangig in der Dezidua und 11B3-HSD2 fur Inaktivierung des
Cortisols im Chorion/Synzytiotrophoblasten, sowie das p-Glykoprotein, welches hauptsachlich
im Synzitiotrophoblasten exprimiert wird und als Efflux-Transporter seine Substrate, zu denen

auch Cortisol gehdrt, aktiv vom fetalen in das maternale Kompartiment zurticktransportiert.
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Wahrend in Ubergewichtiger Schwangerschaft (Gruppen Il sowie Ill) das Schranken-Protein
11B-HSD2 keine Veranderungen im plazentaren Gewebe gegenlber der normalgewichtigen
Schwangerschaft (Gruppe 1) auf mRNA-Ebene zeigte, lie} sich ein Unterschied mit dem
Vorliegen eines GDM bei Ubergewicht nachweisen (Gruppe Il zu Gruppe lIl), so kam es bei
gleichzeitigem Vorliegen eines GDM und Ubergewicht zu einer signifikant hdheren
mMRNA-Expression. Es lie sich auf Protein-Ebene keine signifikante Veranderung der
11B-HSD2 nachweisen. Eine andere Studie kommt zu einem ahnlichen Ergebnis mit einer
erhdhten HSD11B2-mRNA Expression in diabetischer Schwangerschaft, auf Proteinebene
liel® sich hier jedoch keine Veranderung mehr abbilden.

Fur die Cortison-aktivierende 113-HSD1 konnte keine Veranderung auf mRNA-Ebene weder
bei Vorliegen eines GDM noch bei maternalem Ubergewicht (Gruppe Il und lll) im Vergleich
zur nicht-diabetischen, normalgewichtigen Schwangerschaft (Gruppe 1) im plazentaren
Gewebe gefunden werden. Diese Aussage wird eingeschrankt durch einen frustranen Western
Blot, in dem die 11B-HSD1 nicht spezifisch dargestellt werden konnte. In anderen Studien
zeigte sich vor allem eine Expression in der Dezidua sowie in den fetalen Geweben jenseits
der Plazenta. Ein moglicher Effekt eines Ubergewichts und GDM beziiglich des
11B-HSD1-Proteinlevels in der maternalen Dezidua ist also im Rahmen dieser Arbeit nicht
genauer untersucht worden. Die Fragestellung der Aufhebung einer GC-Schutzfunktion in der
Plazenta Uber eine erhdhte Cortison-Expression des Fetus, welches wiederum auf fetaler
Seite mittels 113-HSD1 zu Cortisol aktiviert werden koénnte, sollte Ziel zuklnftiger
Untersuchungen sein.

Leider gelang im Rahmen dieser Arbeit keine Darstellung der mRNA-Expression des
p-Glykoprotein (p-GP) kodierenden ABCB1-Gens im untersuchten plazentaren Gewebe. Auf
Proteinebene lie3 sich kein signifikanter Unterschied nach Vorliegen eines hoheren
maternalen Gewichts oder eines GDM (Gruppe Il und 1l vs. Gruppe |). Es zeigte sich ein
negativer Zusammenhang zwischen dem neonatalen Kopfumfang und des plazentaren
p-GP-Proteinlevels.

Cortisol entfaltet seine Wirkung unter anderem tber Glucocorticoid Rezeptoren (GR), welche
auch in der Plazenta exprimiert werden. Um auch diese direkte plazentare Wirkung des
Cortisols zu beleuchten, werden in dieser Arbeit vor allem der GRa und indirekt der
inhibitorische GRB untersucht. Auf mRNA-Ebene zeigte sich bei der Expression des GR-
kodierenden NR3C1-Gens kein signifikanter Unterschied, auf Proteinebene zeigte sich
insbesondere beim GRa eine signifikante Erhéhung bei Ubergewichtiger, nicht-diabetischer
Schwangerschaft gegenidber der normalgewichtigen Schwangerschaft (Gruppe | vs. 1) im
untersuchten plazentaren Gewebe. Diese Erhdhung zeigte sich in der Tendenz bei Vorliegen
eines GDM (Gruppe Ill) wieder riicklaufig. Ahnlich zeigten sich auch die Proteinlevel des GR

(gesamt), hier zeigte sich allerdings kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen. Es
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konnte weiterhin eine positive Korrelation zwischen dem plazentaren GR-Proteinlevel und dem
Cortisolspiegel im maternalen Blut nachgewiesen werden.

Insgesamt konnte ein hoherer maternaler Cortisolspiegel mit steigendem maternalen BMI
nachgewiesen werden sowie einen hoheren maternalen Cortisolspiegel bei gemeinsamem
Vorliegen von GDM und Ubergewicht (Gruppe Ill im Vergleich zum Normalgewicht, Gruppe 1).
Ein héherer Cortisolspiegel korreliert auch mit dem plazentaren GR-Proteinlevel, welches sich
vor allem bei Ubergewichtiger Schwangerschaft ohne GDM erhéht zeigte (Gruppe Il im
Vergleich zum Normalgewicht, Gruppe I). Die Funktion der plazentaren GR ist weitgehend
unverstanden und sollte im Rahmen weiterer Studien naher analysiert werden.

Wahrend ein erhéhter maternaler Cortisolspiegel auf plazentarer Ebene die GR beeinflussen
mag, zeigte sich kein Unterschied der fetalen Cortisolspiegel. Die Glucocorticoid-
Plazentaschranke, bestehend vorrangig aus dem 11B-HSD2, zeigte sich also effektiv. Es
gelang auf mRNA-Ebene eine Erhohung der HSD11B2-Expression in ubergewichtiger,
diabetischer Schwangerschaft (Gruppe Ill) nachzuweisen (im Vergleich zur Gbergewichtigen,
nicht-diabetischen Schwangerschaft, Gruppe Il), was sich jedoch auf Proteinebene nicht
abbilden lieR. Es konnte keine Veranderung des plazentaren p-GP auf Protein-Ebene
nachweisen, ebenso wenig wie eine Veranderung der mRNA-Expression des
HSD11B1-Gens.
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2. Einleitung

2.1 Ubergewicht und Adipositas

Das prapartale Gewicht der Mutter und die Gewichtszunahme wahrend der Schwangerschaft
haben Einfluss auf Schwangerschaftsrisiken und das fetale sowie maternale Outcome 2.

Die WHO unterscheidet je nach Body-Mass-Index (BMI) eines Menschen verschiedene
Kategorien (s. Tabelle 1) 3. Der BMI wird anhand des Quotienten aus Kdrpergewicht und der
KorpergroRe zum Quadrat berechnet. Ubergewicht beginnt definitionsgemaR ab einem
BMI = 25,0 kg/m?, Adipositas ist definiert als eine Vermehrung des Kdrperfettanteils tiber das
normale Mal hinaus (BMI =30 kg/m?) ** Das Risiko fiir Komorbiditdten ist bereits bei

Ubergewicht erhéht und steigt mit dem BMI weiter an °.

BMI [kg/m?]
Untergewicht <18,5
Normalgewicht 18,5-24,9
Ubergewicht 25,0-29,9

Grad | 30,0-34,9

Adipositas Grad Il 35,0-39,9
Grad 1l > 40,0

Tabelle 1: Einteilung der Gewichtsgruppen anhand des Body-Mass-Index.

Wahrend der Schwangerschaft steigt bei Ubergewichtigen und adipdsen Frauen mit dem BMI
das Risiko fur eine erhdhte Insulinresistenz, die Ausbildung eines GDM sowie das Risiko fur
Fehlgeburten und die Entwicklung von fetalen Fehlbildungen wie Spina bifida oder
Herzfehler >,

Unterdessen wachst die Zahl der Schwangerschaften mit Adipositas in Deutschland jahrlich
und betraf 2022 bereits mehr als 15 % aller Schwangerschaften 8.

Um die Komplikationsraten pra-, peri- und postpartal zu senken, empfehlen das Institute of
Medicine und die Deutsche Adipositas-Gesellschaft je nach BMI der Schwangeren eine
unterschiedlich starke Gewichtszunahme im Schwangerschaftsverlauf, die nicht Uberschritten
werden sollte: Fur normalgewichtige Schwangere mit Einlingsgraviditat werden 11,5-16 kg
Gewichtszunahme empfohlen, fur Gbergewichtige Frauen 7-11,5 kg und adipdse Frauen sollen

gemaRk der Empfehlung 5-9 kg zunehmen **.

2.2 Gestationsdiabetes (GDM)

GDM ist definiert als eine Storung der Glukose-Toleranz, die in der in der Schwangerschaft
neu auftritt, und wird anhand der IADPSG-Kriterien diagnostiziert %2,

Zur Diagnostik wird in der 25. bis 28. SSW ein oraler Glukosetoleranztest (0GTT) eingesetzt.
In Deutschland ist vor allem der 50 g oGTT verbreitet, hier erfolgt eine Ingestion von 50 g

geloster Glukose. Bei einer vendsen Blutglukose > 200 mg/dl nach 60 Minuten kann die
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Diagnose GDM direkt gestellt werden

. Im Falle eines nicht eindeutigen Ergebnisses
zwischen 135 mg/dl und 199 mg/dl wird ein 75 g oGTT durchgeflhrt (zweizeitiges
Vorgehen) 3. Hierbei erfolgt eine Ingestion von 75 g geldster Glukose und Kontrollen der
venosen Blutglukose-Werte. Ein GDM liegt vor, wenn der Glukose-Wert nuchtern > 92 mg/dl
(5,1 mmol/l) oder nach 1 Stunde = 180 mg/dl (10,0 mmol/l) oder nach 2 Stunden > 153 mg/dI

(8,5 mmol/l) liegt '>'2. Fiir die Diagnosekriterien eines GDM siehe auch Tabelle 2.

50 oGTT

Werte < 134 mg/dI 135-199 mg/dl =200 mg/dl

Interpretation Kein Diabetes pathologischer Wert Diabetes
—0oGTT 75

75 oGTT

Kriterien nichtern > 92 mg/dl

nach 1 Stunde =180 mg/dl
nach 2 Stunden > 153 mg/dI
Interpretation Diabetes, sobald 1 Kriterium erfullt ist

Tabelle 2: Diagnostische Kriterien eines GDM in Deutschland.

Das Risiko fur eine Schwangere einen GDM zu entwickeln steigt mit dem BMI auf das Doppelte
bei Ubergewicht, bis hin zum Achtfachen bei schwerer Adipositas °. Weitere Risikofaktoren fir
die Entwicklung eines GDM sind das maternale Alter, eine positive Familienanamnese oder
ein GDM in einer vorangegangenen Schwangerschaft sowie die Ethnizitat . Das Bestehen
einer Adipositas ist somit der vermutlich starkste beeinflussbare Risikofaktor fiur die
Entwicklung eines GDM ™.

Ebenso wie die Adipositas-Pravalenz steigt auch die Inzidenz der Schwangerschaften mit
GDM auf mittlerweile 9,4 % 8.

Wie die Gewichtszunahme scheint auch das Vorliegen einer Glukosetoleranzstdrung in
Abhangigkeit von der Auspragung der maternalen Hyperglykdmie zu einer Risikoerhéhung
diverser  Komplikationen wie einem LGA (Large for Gestational Age;
Geburtsgewicht > 90. Perzentile), Sectiones Caesarea, wie auch sekundar zu erhéhtem
neonatalem Versorgungsbedarf zu fiihren '21€.

Als Langzeitfolge eines GDM vor allem in Kombination mit einem erhéhten maternalen BMI
zeigt sich ein erhohtes metabolisches Risiko des Kindes. Hier zeigen sich vor allem die
Parameter des Auftretens einer Adipositas im Kindes- und Jugendalter und die
Wahrscheinlichkeit, eine diabetische Stoffwechsellage im weiteren Leben zu entwickeln,
erhéht '72°. Als mégliche Langzeitfolgen bestehen fiir die Mutter unter anderem ein erhéhtes
kardiovaskulares Erkrankungsrisiko innerhalb von 12 Jahren postpartal 2?2, Weiterhin besteht

fur die Mutter ein erhohtes Risiko einen manifesten Diabetes mellitus Typ Il im Verlauf zu
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entwickeln wie auch ein erhdhtes Risiko in weiteren Schwangerschaften einen erneuten GDM

zu entwickeln 314,

2.3 Plazentarer Aufbau

Die humane Plazenta ist rundlich und misst bei der Geburt ungefahr 20 bis 25 cm im
Durchmesser bei ungefahr 3 cm Héhe und einem Gewicht von 500-600 g .

Sie entsteht aus dem Trophoblasten, der aus Synzytiotrophoblast und Zytotrophoblast spater
die Plazenta entwickelt. Ab dem vierten Monat besteht die Plazenta aus einem fetalen Anteil
gebildet aus Chorionplatte und Chorionzotten und einem maternalem Anteil aus der Decidua
basalis. Die Chorionplatte bildet die Begrenzung der Plazenta auf fetaler Seite, die
Deziduaplatte die Begrenzung auf maternaler Seite. Bis zu 100 Spiralarterien durchbrechen
die Deziduaplatte und transportieren das maternale Blut aus dem Uterus in die intervilldsen
Raume, wo sie die Chorionzottenbdume umspllen. Aus den Chorionzotten fliellt das
sauerstoffreiche Blut in der Nabelvene zum Fetus, das sauerstoffarme Blut wird durch die zwei
Nabelarterien in die Plazenta zurtuckgefuhrt. Die aufRerste Schicht der Chorionzotten bildet der
villése Trophoblast, der somit in direkten Kontakt mit dem maternalen Blut steht und einen
wesentlichen Teil der Plazentaschranke darstellt. Er fusioniert im Verlauf der Schwangerschaft
mit dem darunterliegenden Synzytiotrophoblasten .

Mit Wachstum der Deziduasepten im vierten und finften Schwangerschaftsmonat entstehen
einzelne Funktionseinheiten, die Kotelydonen, die aber nicht vollstandig voneinander getrennt
sind. Die reife Plazenta hat 15-20 solcher Kotelydonen *,

Die wesentliche Funktion der Plazenta besteht im Gas- und Stoffaustausch zwischen
maternalem und fetalem Blut bei gleichzeitiger Filterfunktion ebendieser. So wird der Fetus
Uber sie mit Sauerstoff und wichtigen Stoffwechselprodukten wie Aminosauren, Zucker und
Fettsduren versorgt, sowie Vitamine, Elektrolyte und auch IgG-Antikorper. Die Plazenta
produziert Hormone wie Progesteron, hCG und Ostrogene, die zur Erhaltung und Entwicklung
der Schwangerschaft unerlasslich sind. Eine weitere essenzielle Funktion liegt in der Plazenta-
Schranke, die zu Beginn aus Synzytium, Zytotrophoblast, Bindegewebe und Endothel besteht
und mit Fortschreiten der Schwangerschaft durch die Rickbildung des Zytotrophoblasten
einen erleichterten Stoffaustausch zuldsst *.

24 Cortisol

Steroidhormone stellen eine umfangreiche Gruppe lipophiler Hormone mit unterschiedlichen
Funktionen dar, die de novo in der Nebenniere sowie den Keimdrisen aus Cholesterin
synthetisiert werden und strukturell den Steran-Derivaten angehéren 2°.

Cortisol, auch Hydrocortison, ist ein korpereigenes Steroidhormon, das von der Zona
fasciculata der Nebennierenrinde de novo synthetisiert und ausgeschuttet wird. Die Cortisol-

Synthese erfolgt aus Cholesterin und wird Uber das Adrenocorticotrope Hormon (ACTH) aus

16



der Adenohypophyse und so indirekt durch das Corticoid-Releasing-Hormon (CRH) aus dem
Hypothalamus gesteuert. Die Ausschittung des CRH und ACTH erfolgt pulsatil, sodass die
Cortisol Ausschiittung einer zirkadianen Rhythmik mit morgendlichem Héhepunkt unterliegt %°.
Die CRH- und ACTH-Freisetzung wiederum werden Uber einen negativen Feedback-
Mechanismus durch Cortisol gehemmt 2°. Die gegenseitige Regulation von CRH, ACTH und
Cortisol wird als Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse (HPA-Achse)
bezeichnet %.

Die inaktive Form des Cortisols ist das Cortison, die reversible Aktivierung und Inaktivierung
erfolgen durch die Hydroxysteroid-Dehydrogenasen. Cortisol wird durch Oxidation mittels
11B-Hydroxysteroid-Dehydrogenase 2 (11B3-HSD2) inaktiviert, die Aktivierung von Cortison
erfolgt tiber die 11B-Hydroxysteroid-Dehydrogenase 1 (118-HSD1) 267,

Der Transport im Blut erfolgt liberwiegend gebunden {ber Transcortin und Albumin 2.

Als Glucocorticoid wirkt Cortisol an Glucocorticoid Rezeptoren (GR) und, in sogar hdherer
Affinitdt, an Mineralcorticoid-Rezeptoren (MR). Aufgrund der vermehrten Expression der
Cortisol-inaktivierenden 113-HSD2 in MR-typischen Geweben wird dieser Effekt allerdings
deutlich reduziert. Auf der anderen Seite wird eine hohere GR-Bindung des Cortisols durch
ein Vorschalten der Cortison-aktivierenden 113-HSD1 erreicht, sodass es dort seine Wirkung
als Stresshormon entfalten kann. So steigen beispielsweise Blutzuckerspiegel durch eine
Steigerung der Lipolyse und Gluconeogenese und durch die mineralcorticoide Wirkung auch
der Blutdruck. Cortisol hemmt durch die Induktion einer geringeren Zytokin-Synthese
und -Freisetzung und Lymphozyten-Hemmung weiterhin die Immunantwort, weshalb es auch

therapeutisch als Immunsuppressivum eingesetzt wird 2°2°.

2.4.1 Cortisol in der Schwangerschaft

In der Schwangerschaft spielen Glucocorticoide (GC) eine entscheidende Rolle. Bei der
Lungenreifeinduktion wird der Fetus bei einer drohenden Fruhgeburtlichkeit mit GC auf die
Geburt vorbereitet, bei Verdacht auf ein adrenogenitales Syndrom des Fetus kommt ebenfalls
eine GC-Therapie zum Einsatz .

Doch auch die koérpereigenen GC-Wirkungen spielen eine entscheidende Rolle in der
Schwangerschaft. In zahlreichen Studien wurde bisher belegt, dass in der Schwangerschaft
bei erhaltener zirkadianer Rhythmik die Cortisolspiegel gegenuber nicht schwangeren Frauen
deutlich erhéht sind, wobei sie im Verlauf der Schwangerschaft ansteigen %7

Zur Betrachtung und zum Vergleich der Cortisol-Werte gibt es verschiedene Methoden: Das
totale Serum-Cortisol beschreibt sowohl das inaktive, Protein-gebundene Cortisol, wie auch
den deutlich geringeren Anteil des freien Cortisols; um den Anteil des freien Cortisols zu
ermitteln, wird zusétzlich Transcortin bestimmt %3 Eine weitere Methode, Riickschliisse
auf das freie Cortisol zu ziehen, ist mittels Bestimmung des Speichel-Cortisols, welches um

ein Drittel des freien Serum-Cortisols verringert ist 4>,
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Scott et al. zeigen bereits zu Beginn des zweiten Trimenons (in SSW 12-16) eine signifikante
Erhdéhung des totalen Serum-Cortisols um den Faktor 1,8 und am Ende der Schwangerschaft
(SSW 37-39) um den Faktor 2,5 sowie eine durchgangige Erhéhung des Cortisols im Speichel-
Tagesprofil, die nach drei bis fiinf Tagen postpartal fast vollstandig riicklaufig ist *°.

Im 3. Trimenon ist der Cortisol-Wert je nach Tageszeit um den Faktor 1,8 (morgens) bis 4,0
(abends) gegenitber nicht schwangeren Frauen erhdht, wahrend mit Fortschreiten der
Schwangerschaft ein 3-facher Anstieg des Serum-Cortisols ermittelt wurde 3°3"3°,

In der Schwangerschaft steigt das freie Cortisol um das Zwei- bis Dreifache und damit &hnlich
dem gebundenen Cortisol, proportional aufgrund der ebenfalls steigenden Transcortin-
Konzentration 3'*”. Der Erhéhung liegen sowohl ein positiver Feedback-Mechanismus als
auch ein Anstieg des Transcortins zugrunde 342,

Im folgenden Abschnitt wird zunachst auf die Regulation dber CRH und ACTH und den

positiven Feedback-Mechanismus eingegangen.

2.4.2 Die maternale HPA-Achse in der Schwangerschaft

Die Plazenta besitzt die Fahigkeit selbst ACTH und CRH zu produzieren ***°. Im Sinne eines
positiven Feedback-Mechanismus wird das plazentare CRH, im Gegensatz zum
hypothalamischen CRH, mit steigender Glucocorticoid-Konzentration im maternalen Blut
vermehrt durch die Plazenta sezerniert *2. Wahrend sich ACTH im Laufe der Schwangerschaft
verdoppelt, steigt der CRH-Spiegel ab dem zweiten Trimenon der Schwangerschaft
exponentiell 3043,

Der geringe Anstieg von ACTH im Gegensatz zu CRH und gleichzeitig auch ein starkerer
Anstieg des Cortisols lasst sich durch die maternale Nebenniere erklaren, die im 3. Trimenon
fuir ACTH sensibler wird “6*’. AuRerdem besitzt die menschliche Nebenniere CRH-
Rezeptoren, die selbst eine moderate Steigerung der Cortisol-Freisetzung bewirken kdénnen,
allerdings fehlen hier Studien, inwiefern sich diese Aussage in der Schwangerschaft
reproduzieren Iasst 8.

Zusatzlich zur indirekten Wirkung auf die maternale Cortisol-Freisetzung scheint die HOhe des
CRH (2.-3.Trimenon) und Cortisols (2. Trimenon) wie eine ,placental clock® (deutsch:
,plazentare Uhr) *° mit der Gestationsdauer negativ und dem Risiko der Friihgeburtlichkeit
positiv zu korrelieren 304951,

GC beeinflussen das fetale Outcome. Erhéhte CRH und Cortisol-Werte sind mit verkurzter
Schwangerschaftsdauer und Frithgeburtlichkeit sowie FGR assoziiert 30324950 McLean et al.
beschreibt eine plazentare Uhr, bei der die Hohe des CRH bereits zu Beginn des zweiten
Trimenons (SSW 16-20) negativ mit der Gestationslange korreliert und entdeckt eine direkte
Korrelation des CRH mit der Geburtseinleitung *°. Weitere Studien ergaben, dass Cortisol
(erhoht ab 15. und 19. SSW) und CRH (31. SSW) negativ mit der Gestationslange korrelieren,
wie auch die Starke des CRH-Anstiegs bis zur 31. SSW mit Friihgeburtlichkeit assoziiert ist *.
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2.4.3 Transport des Cortisols

Der Transport des Cortisols im Blut erfolgt Gberwiegend gebunden Uber Transcortin und
Albumin. Cortisol, welches an Transcortin, auch Cortisol-bindendes Globulin (CBG), gebunden
ist, ist biologisch inaktiv *°.

Wahrend der Schwangerschaft steigt die Transcortin-Bildung durch die Leber, woraus ab der
11. Schwangerschaftswoche proportional zum Cortisol steigende CBG-Spiegel resultieren, die
zwischen dem 2. und 3. Trimenon ein Platteau erreichen und ab der 36. SSW abfallen 3'3437:52,
Zum Ende der Schwangerschaft sinkt die Bindungskapazitat fur Cortisol, wodurch mehr freies

Cortisol zur Verfiigung steht *.

2.4.4 Fetales Cortisol und Geburtsmodus

Obgleich die maternalen Cortisolspiegel ungefahr um den Faktor 10 héher sind als die fetalen
Cortisol-Werte, korrelieren maternaler und fetaler Spiegel miteinander 354%°,

Weiterhin ist eine deutliche Erhohung des Verhaltnisses von Cortison zu Cortisol im
Neugeborenen beschrieben, was fur eine Inaktivierung des maternalen Cortisols in der
Plazenta spricht ***°. Der Geburtsmodus Sectio Caesarea scheint im Vergleich zur vaginalen
Geburt keinen Einfluss auf die HPA-Achse, die Cortisol- und Cortison-Spiegel maternal und
fetal und die 11B-HSD2-Aktivitat oder GR-Expression zu haben, wahrend eine andere
aktuellere Studie einen signifikant niedrigeren fetalen Cortisolspiegel bei elektiver Sectio

caesarea fand %69,

2.4.5 Die Rolle der 11B3-HSD Typ 1 und 2

Eine weitere Moglichkeit zur Regulation der Aktivitat des Cortisols besteht tber die 113-HSD,
diese werden in vielfaltigen Geweben exprimiert und wurden durch Osinski et al. auch in der
Plazenta nachgewiesen 27%"2,

Wahrend die 11B-HSD1 als Oxidoreduktase vor allem fir die Aktivierung des Cortisons
zustandig ist, deaktiviert die 113-HSD2 als Dehydrogenase das Cortisol und nimmt damit
vielfaltige Schutzfunktionen ein (siehe Abbildung 1) 8'63¢7,

Die 11B-HSD1 ist NADP+/NADPH abhangig, hat ein pH-Optimum bei 10,0, die 113-HSD2
dagegen ist NAD+ abhangig, hat ein pH-Optimum bei 7,7 und hat vor allem in der Plazenta
eine sehr hohe Affinitat zu GC .

Die 11B-HSD1 wurde hauptsachlich in der Dezidua nachgewiesen, wahrend 113-HSD2 am
starksten im Trophoblasten exprimiert wird und auch in vielfaltigen fetalen Geweben
nachweisbar ist 566870,

Das HSD11B2-Gen wird in der Plazenta stark exprimiert und die plazentare 113-HSD2-
Aktivitdt beginnt bereits ab der frihen Schwangerschaft, steigt im Schwangerschaftsverlauf

65,70-72

und ist zum Geburtsbeginn wieder ricklaufig . Diese Beobachtung deckt sich mit

weiteren Studien, die zum Schwangerschaftsende eine vermehrte Aktivitat und 113-HSD1-
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Genexpression in Plazenta und Chorion zeigten und damit die Vermutung nahelegen, dass

zur Geburtseinleitung ein héherer Cortisol-Ubertritt auf den Fetus physiologisch ist 772,

o OH
11B3-HSD1
—
F
113-HSD2
Cortison Cortisol
(biologisch nicht aktiv) (biologisch aktiv)

Abbildung 1: Aktivierung und Inhibierung von Cortisol durch die 118-HSD nach
Chatuphonprasert et al. .

Die beiden 113-HSD Enzyme werden durch unterschiedliche Faktoren beeinflusst, so zeigte
sich eine inhibitorische Wirkung von Katecholaminen, Prostaglandinen, Leukotrienen, TNFa
und IL1B auf die Expression und Aktivitat der 113-HSD2, welche vor allem unter Bedingungen
wie Hypoxie, Malnutrition und Entzindungsreaktionen wie der Chorioamnionitis vermehrt
ausgeschittet werden """, Unterdessen wird die 11B-HSD1-Aktivitat unter anderem durch
TNFa und IL1B stimuliert 8.

Die 11B-HSD2 scheint vorrangig eine GC-Schutzfunktion zu haben. 113-HSD2 wird auRerhalb
der Plazenta vermehrt in Aldosteron-typischen Geweben exprimiert und dient hier vor allem
der Sperzifitat des MR 57°%_ Das kongenitale Syndrom des apparenten Mineralcorticoid
Exzess (AME) illustriert die 11B-HSD2-Defizienz sehr deutlich: durch die hohe MR-Affinitat der
GC konnen diese unbegrenzt den Rezeptor aktivieren, woraus unter anderem Hypokalidmie
und arterielle Hypertonie resultieren 8'83,

In der Plazenta und den fetalen Geweben hingegen wirkt die 113-HSD2 vor allem schutzend
vor einer Uberexposition an GC und bildet damit eine Plazenta-Schranke fiir den Cortisol-
Ubertritt zum Fetus (fir die GC-Plazentaschranke siehe auch Abbildung 2) 47284 Auch in
einer Plazentaperfusions-Studie von Benediktsson et al. zeigte sich eine hohe Inaktivierung
des maternal infundierten Cortisols zu Cortison, die sich mit Inhibierung der 113-HSD2 mittels
Glycyrrhizinséaure aufheben lieR °.

Eine GC-Uberexposition ist in zahlreichen Studien unter anderem mit einem geringeren
Geburtsgewicht und arterieller Hypertonie bereits im Kindesalter assoziiert, die plazentare
11B-HSD2-Aktivitdt unmittelbar postpartal zeigte eine positive Korrelation mit dem
Geburtsgewicht des Neugeborenen, wahrend in Sauglingen mit FGR die HSD11B2-mRNA-

Expression und -Aktivitat signifikant reduziert war ©8:8486-90
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Nach der Barker-Hypothese ist vor allem das SGA (Small for Gestational Age) mit einem
erhdhten Risiko fir arterielle Hypertonie, Diabetes mellitus Typ 2 und Koronare Herzkrankheit
im Erwachsenenalter assoziiert *'. Die Hypothese ist teilweise umstritten, da Stérfaktoren tiber
Langzeitstudien beim Menschen nie vollstadndig ausgeschlossen werden kdénnen, auch wenn
weitere  epidemiologische und Tierversuchsstudien zu ahnlichen Ergebnissen

kommen 76,84,88,92

2.4.6 Die GR und ihre Isoformen

Cortisol entfaltet seine Wirkung vorrangig tber intrazelluldre Glucocorticoid-Rezeptoren (GR).
Der GR wird durch das NR3C1-Gen (nuclear receptor subfamily 3, group C, member 1) auf
Chromosom 5 (5q31-32) kodiert und (nahezu) ubiquitar exprimiert 9%,

Der GR liegt in unterschiedlichen Isoformen vor, man unterscheidet vor allem zwischen den
Hauptformen GRa und GRpB, welche sich durch die Sequenzen am C'-Terminus
unterscheiden *. Sie entstehen durch alternatives Splicing aus demselben NR3C1-Gen,
wobei sich die Kodierung entscheidend in Exon 9 differenziert, entsprechend benannt als Exon
9a und Exon 9B %,

Das NR3C1-Gen besteht folglich aus einem nicht kodierenden Exon 1, dem das
aminoterminale Ende kodierenden Exon 2 (NTD, N-terminale Domane); Exon 3 und 4 kodieren
die DNA-bindende Domane (DBD), bestehend aus zwei Zinkfingerproteinen, wahrend die
weiteren Exone 5 bis 9 (9a und 9B) unter anderem fur die GC-Bindung kodieren
(Ligandenbindende Doméne, LBD) %.

Da der GRa dem direkten Einfluss der GC unterliegt, wird in dieser Arbeit, neben der Analyse
eines allgemeinen, gesamten GR, der GRa separat analysiert (wie von Bamberger et al.
empfohlen) %.

Aufgrund von mehreren Startcodons (N-terminal) in der GRa-mRNA wahrend der Translation
entstehen mindestens acht unterschiedliche GRa Isoformen aus derselben GRa-mRNA
(aufgestellt nach der Lange): GRa A, GRa B, GRa C1-3 und GRa D1-3, welche je nach
Gewebe unterschiedlich exprimiert wird °"%8. Insbesondere der etwas kiirzere (91 kDa) GRa B
stellte sich als wirkungsvoller in der Genregulation dar, als der GRa A mit (94 kDa) ®. Einige
Gene prasentierten sich unter Regulation aller GRa Isoformen, einige wurden nur von
einzelnen Unterformen reguliert *’.

In der humanen Plazenta sind bisher 13 GR-Isoformen nachgewiesen worden, darunter die
bekannten GRa-A, GRa-C, GRa-D1-3, GRB, GRy, GR-A, GR-P, wobei die unterschiedlichen
Formen iiber den Schwangerschaftsverlauf unterschiedlich haufig exprimiert werden %9910
Am haufigsten wird die GRa-mRNA exprimiert, im Western Blot Iasst sich am meisten GRa-D1
und eine 38 kDa Isoform nachweisen, wahrend GRp nur schwach exprimiert wird °%°. GRa-C
sinkt Uber den Schwangerschaftsverlauf, GRa-A steigt zum Ende der Schwangerschaft %¢%°.

In SGA-Plazenten wird GRB und die 38 kDa-Isoform vermehrt exprimiert %,
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der Glucocorticoid-Plazenta Schranke nach Seckl,
2004 und Johns et al., 2020 101.102,

Die Glucocorticoid-Plazenta-Schranke besteht aus mehreren beteiligten Transportern und Proteinen.
Das aktive Cortisol (bzw. Corticosteron bei anderen Saugetieren) wird hauptsachlich durch die 11p-
HSD2 inaktiviert zu Cortison (bzw. 11-Dehydrocorticosteron). Vorrangig auf der maternalen Seite der
Plazenta (Dezidua) erfolgt eine Aktivierung des Cortisons mittels 113-HSD1. Das aktive Cortisol kann
dann Uber die ubiquitar exprimierten GR in der Plazenta seine Wirkung entfalten. Uber die p-GP
entsteht zusatzlich ein Transport des aktiven Cortisols von Synzytiotrophoblast in Richtung des
maternalen Kompartiments, sodass insgesamt ein Konzentrationsgefélle vom maternalen Blut mit
hohem Cortisol und niedrigem Cortison zum fetalen Blut mit deutlich erniedrigtem Cortisol und
héherem inaktiven Cortison entsteht.

2.4.7 Die GR und ihre Funktion

Sobald Cortisol an den Rezeptor GRa bindet, induziert dieser durch Ausbildung von
GR-Dimeren, die im Zellkern an sogenannte GRE (Glucocorticoid Response Elements)
binden, eine verstarkte Expression des jeweiligen Steroid-abhangigen Gens Uber eine
Transaktivierung %1997 \Weiterhin wirkt ein aktivierter GRa supprimierend auf die NF-kB
(nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells) und Aktivator Protein 1 (AP-1)
abhangigen Gene (ber eine Interaktion mit dem jeweiligen Transkriptionsfaktor
(Transrepression) "%,

Der GRP hingegen ist vorwiegend intranuklear lokalisiert, bindet keine GC und bindet die GRE
mit hoherer Affinitat als GRa, erst durch die Bindung eines GCs wird die GRa-Affinitat fir die
GRE erhoht %1912 Allein vorliegend erscheint der GRP inaktiv, wahrend er als Heterodimer

mit GRa vorliegend dessen Funktion hemmt/inhibiert '°¢'"2,

2.4.8 Die Rolle des p-Glykoproteins im transplazentaren Cortisol- Transport
Die Gruppe der ABC-Transporter ist eine Groldfamilie/Superfamilie aus membranstandigen
Proteinen, die in sieben Untergruppen eingeteilt werden '*®. Der wohl bekannteste Transporter

aus der ABCB-Gruppe ist das p-Glycoprotein (p-GP), welches durch das ABCB1- bzw.
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MDR1-Gen (Multidrug Resistance Gen 1) kodiert wird '"®. P-GP, urspriinglich entdeckt in
Tumorzellen, nimmt viele Funktionen ein, hierunter auch einige Medikamenteninteraktionen,
allerdings soll sich im Rahmen dieser Arbeit die Rolle des p-GP im plazentaren
GC-Stoffwechsel konzentriert werden 416,

P-GP entfaltet seine Hauptwirkungsweise als ATP-abhangiger Efflux-Transporter, der diverse
Stoffe aktiv aus der Zelle heraus transportieren kann, wobei auch Cortisol ein Substrat des
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Abbildung 3: Cortisol von maternaler HPA-Achse iiber die Plazenta bis zum fetalen Blut .

Uber das ACTH und somit (iber das CRH erfolgt eine Cortisol-Ausschiittung im Korper. In der
Schwangerschaft wird CRH sowohl tiber den Hypothalamus als auch Gber die Plazenta und im Verlauf
der Fetogenese auch (iber den fetalen Hypothalamus gebildet. Dies fiihrt schlieRlich zu einer hoheren
Cortisol-Ausschittung in der maternalen und spater auch fetalen Nebenniere. Es besteht ein positiver
Feedback-Mechanismus, sodass Cortisol in der Plazenta die CRH-Ausschittung anregt, die wiederum
auch eine erhdhte Cortisol-Ausschiittung verursacht.

P-GP ist in der Plazenta membranstandig im apikalen Synzytiotrophoblasten ab der 6. SSW
nachweisbar und Ubernimmt so eine protektive Funktion gegenlber den mithilfe des p-GP in
den maternalen Kreislauf zuriickgeschleusten Substraten, siehe hierfiir auch Abbildung 2 "'*
122 Es sinkt zum Schwangerschaftsende stark ab, was eine erhdhte Anfélligkeit des Fetus

gegenliiber p-GP-Substraten zum Schwangerschaftsende suggeriert '1121:123124 F{jr die Blut-

Hirn-Schranke ist p-GP sowohl fir Dexamethason wie auch fir Cortisol ein essenzielles
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Schlisselhormon und ein p-GP-knockout resultiert in einer deutlich erhéhten intrazellularen
GC-Aufnahme jenseits der murinen Blut-Hirn-Schranke 25177,

Auch Cortisol und weitere GC werden aufgrund der Lokalisation des p-GP an der apikalen
Trophoblasten-Membran aktiv in die maternale Richtung zurtcktransportiert, was wiederum in
einer niedrigeren GR-Aktivierung resultiert ''®19'28  Aufgrund dieser Funktion gilt p-GP als Teil
der GC-Plazenta-Barriere, auch wenn Plazenta-Perfusionsstudien den Hauptanteil der
11B-HSD2 zuschreiben ""%'281%0_ Fiir die GC-Plazenta-Schranke und den GC-Metabolismus

in der Schwangerschaft siehe auch Abbildung 3.

2.5 Die HPA-Achse und GC-Plazentaschranke unter maternalem Ubergewicht
und GDM (aktueller Stand der Forschung)

Ubergewicht allgemein ist mit einer hoheren HPA-Achsen Aktivierung assoziiert, wobei
aufgrund einer hoheren Eliminierung die tatsachlichen Cortisolspiegel normal oder niedriger
sind als bei normalgewichtigen Menschen 5''3'-13% Bei Schwangeren mit Adipositas Grad 3
wurde gezeigt, dass die maternalen Cortisolspiegel wie auch die Aktivitdt der HPA-Achse im
Verlauf der Schwangerschaft signifikant weniger ansteigen als die normgewichtiger
Schwangerer, sowohl des gesamten Cortisols (CBG-gebunden und frei) wie auch (starker
noch) des freien (CBG-unabhéngigen) Cortisols °'. Unabh&ngig von der Adipositas steigt das
basale Cortisol wahrend der Schwangerschaft im Vergleich zum Cortisolspiegel vor der
Schwangerschaft, wobei bei adipdsen Schwangerschaften keine signifikante Steigerung
zwischen der 18. und 31. SSW nachgewiesen werden konnte %,

Auch der CRH-Anstieg zum Zeitpunkt der 28. SSW ist signifikant geringer in Ubergewichtigen

5

Schwangerschaften °'. Die renale Cortisol-Exkretion steigt bei Normgewichtigen mit der

Schwangerschaft, wobei sich die Cortisol-Urin-Exkretion Ubergewichtiger mit der

Schwangerschaft nicht anderte °'

. So erscheint der niedrigere Cortisolspiegel in einer
geringeren HPA-Achsenaktivierung bei (ibergewichtigen Schwangeren begriindet zu liegen °'.
Tendenziell scheint dieser vergleichsweise Hypocortisolismus bei Adipositas wiederum ein
erhohtes fetales Geburtsgewicht auszuldsen *'.

Zum Zeitpunkt der Geburt korreliert der maternale BMI negativ mit dem maternalen
Cortisolspiegel. Wahrend maternaler und fetaler Cortisolspiegel miteinander korrelieren,
konnte fur den fetalen Cortisolspiegel und den maternalen BMI zum Geburtszeitpunkt kein
signifikanter Zusammenhang festgestellt werden '**.

Johns et al. erwdhnt in einem Review unpublizierte Daten, die einen positiven Zusammenhang
zwischen maternalem BMI und 11B-HSD2 mRNA herstellen sollen '°2. Mina et al. konnten auf
plazentarer Ebene eine Reduktion der ABCB1-mRNA in der adipésen Schwangerschaft
feststellen, wahrend sich die plazentare HSD11B2-mRNA-Expression nicht mit dem

maternalen Gewicht wie auch nicht mit dem maternalen Cortisolspiegel zu verandern

24



schien %,

Eine weitere Studie bestatigt die p-GP Reduktion auf Protein-Ebene in
Uibergewichtiger Schwangerschaft %,

Weniger aussagekraftig ist die Datenlage zum GDM.

Eine einzelne, chinesische Studie beschreibt bei Geburt einen erhohten maternalen
Cortisolspiegel in diabetischer' Schwangerschaft, wahrend sich die fetalen Cortisolspiegel und
auch das Geburtsgewicht nicht unterschieden *’. Die HSD11B1-mRNA-Expression und das
11B-HSD-Proteinlevel in GDM zeigte eine Reduktion, wahrend die HSD11B2-mRNA-
Expression in GDM Uuber dreifach erhoht war, letzteres lie® sich allerdings nicht auf Protein-
Ebene abbilden . Eine andere Studie konnte im dritten Trimenon keinen Unterschied
zwischen den maternalen Cortisolspiegeln mit und ohne GDM feststellen '%2,

In der PREOBE Studie zeigte sich ebenfalls kein signifikanter Unterschied im fetalen
Cortisolspiegel bei GDM, Ubergewicht und normaler Schwangerschaft, wahrend sich die
maternalen Cortisolspiegel signifikant unterscheiden. Das Vorliegen eines GDM zeigte keinen
signifikanten Effekt '*°.

2.6 Fragestellung der Arbeit

Die Zielsetzung der Arbeit ist die genauere Betrachtung von maternalem und fetalem Cortisol,
sowie der plazentaren Glucocorticoid-Rezeptoren und an der GC-Plazentaschranke
beteiligten Enzyme in der Schwangerschaft unter GDM und maternalem Ubergewicht. Hierzu
werden die Schwangeren in Normalgewicht und Ubergewicht anhand des BMIs vor Beginn
der Schwangerschaft eingeteilt. Weiterhin wird die Ubergewichtige Gruppe je nach Vorliegen
eines GDM unterschieden. Es sollen sowohl die maternalen, peripartalen Cortisol-
Konzentrationen sowie die Parameter der GC-Plazenta-Schranke und weiter auch das fetale
Cortisol perinatal untersucht werden.

Hierzu stellen sich die Fragen:

1. Inwiefern unterscheiden sich die peripartalen Cortisolspiegel voneinander: Gibt es
einen signifikanten Unterschied zwischen normgewichtigen, Ubergewichtigen und
Ubergewichtigen diabetischen Muttern oder ihren Kindern?

2. Inwiefern unterscheidet sich der transplazentaren Cortisol-Metabolismus bei Vorliegen
von Ubergewicht und GDM. Gibt es Unterschiede in der mRNA-Expression oder der
Proteinlevel der Schlisselenzyme und -Rezeptoren?

3. Sind die fetalen Risikofaktoren fur LGA/ Makrosomie und SGA/ FGR, die sowohl bei
Cortisol-Uberexposition wie auch bei Ubergewicht und GDM beschrieben wurden,

ineinander begrindet?

' Da in dieser Arbeit ausschlieRlich die Betrachtung des GDM erfolgt, wird nur der GDM bezeichnet,
wenn ab jetzt zur sprachlichen Vereinfachung von ,diabetisch’ gesprochen wird; es sei denn, es wird
anders angegeben.
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Fur die Glucocorticoid-Plazenta-Schranke wurden vor allem die 113-HSD Typ 1 und 2 und die
GR betrachtet, wie auch das Transportprotein p-GP. Hierbei ist vor allem die gleichzeitige und
differenzierte Betrachtung nach BMI und GDM einzigartig, denn keine einzige in der Literatur-
Recherche entdeckte Studie differenzierte alle an der GC-Barriere beteiligten Enzyme und
trennte dabei in der Betrachtung den Einfluss des maternalen prakonzeptionellen Gewichts

und des Vorliegens eines GDM.
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3. Materialien und Methoden

3.1  Materialien und Gerate

3.1.1 Gerate
Gerat Bezeichnung Firma
Absorptionsmessgerat Nano Quant infinite® M200 Tecan Trading AG, Mannedorf,

Absorptionsmessplatte
Bedienungselement
Blotting-Kammer
Chemiluminator

Dampfgarer

Dampfgarer
Elektrophorese-System

Folienschweilgerat
Gefrierschrank

Gelsystem fir kleine Gele
Gewebeinfiltrationsautomat
Heizblock

Heizblock
Folienschweilgerat
Kamera-Modul

Kahlplatte

Kuhlschrank
Magnetrihrer
Magnetrihrer
Medizindrucker

Mikroskop

Pro
NanoQuant Platte™

Mikroskop Joystick
PerfectBlue™ 'Semi-Dry'-
Blotter, Sedec™ M
ChemiDoc XRS+

3216

Tristar RK-6114
Mini plus horizontal

FS 3604
MDF-U55V (-80 °C)

Mini Protean Tetra System
ASP300

TK 23

ThermoMixer® Comfort
HTA HT121TS 4titude 4s2
BioDocAnalyze (BDA) +
EG1150C

KT1F

IKA topolino

HeiMix S

P93DW

BX43

Schweiz

Tecan Trading AG, Mannedorf,
Schweiz

Marzhauser Sensotech GmbH,
Wetzlar, Deutschland

PeqglLab / VWR, Radnor,
Pennsylvania, USA

Bio-Rad Laboratories = GmbH,

Feldkirchen, Deutschland
Braun GmbH unter der Lizenz von

De'Longhi Deutschland Gmbh,
Neu-llsenburg, Deutschland
Tristar Europe B.V., Tilburg,
Niederlande

Carl Roth  GmbH & Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland

Severin, Sundern, Deutschland
Panasonic = Marketing  Europe
GmbH, Hamburg, Deutschland
Bio-Rad Laboratories = GmbH,
Feldkirchen, Deutschland

Leica Biosystems Nussloch GmbH,
Nussloch, Deutschland

Hettich Benelux B.V.,
Geldermalsen, Niederlande

Eppendorf AG,
Deutschland

4titude® Limited, Wotton (Surrey),
Vereinigtes Konigreich

GmbH,

Hamburg,

Biometra
Deutschland

Gottingen,

Leica Biosystems Nussloch GmbH,
Nussloch, Deutschland

Robert Bosch Hausgerate GmbH,
Minchen, Deutschland

IKA®-Werke GmbH & CO. KG,
Staufen, Deutschland

Heidolph Instruments GmbH &Co
KG, Schwabach, Deutschland

Mitsubishi Electric Europe B.V.,
Uxbridge, Vereinigtes Konigreich

Olympus Europa Se & Co KG,
Hamburg, Deutschland
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Mikroskop
Mikrotom

Mikrowelle
Mini Zentrifuge

Netzgerat

Netzgerat

Netzgerat
Objekttragerscanner
ParaffinausgieRstation

Platteninkubator
RT PCR System

Schdttler
Schdttler
Schittlerapparat (kreisend)

Schwingmiihle
SDS-PAGE-Gelsystem

Ultraschall-Homogenisator
UV-Transilluminator
Vortexmischer
Warmeschrank
Wasseraufbereitungssystem
Wasseraufbereitungssystem
Wasserbad

Wasserbad

Zentrifuge

Zentrifuge

Dialux 20 EB

Shandon™
ME+

Finesse™

ROTILABO® Uni-fuge
Power Supply Power Pac
3000

EV202 (PowerPack)
EV231 (PowerPack)

Slide Scanner SCN 400
EG1150 H

SkyLine DTS-4 (ELISA)
7500 Real Time PCR
System

Duomax 1030

Polymax 1040

Typ 3005

MM400

PerfectBlue™ Doppel-
Gelsystem Twin ExXW S

SONOPULS HD 2070;
Stab SH70G; MS73
BioDocAnalyze

V1 Vortex

UM100
MILLIPORE
Purification System Elix 15
Milli-Q® Advantage A10
TFB 55

WBN14

5424R

Rotina 420R
Adapter: R10 4769A

Water

Leica  Biosystems, Nussloch,

Deutschland

Thermo Fisher Scientific™,
Waltham, Massachusetts, USA

Severin, Sundern, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland

Bio-Rad  Laboratories  GmbH,
Feldkirchen, Deutschland

PegLab / Avantor, Radnor,
Pennsylvania, USA

PegLab / Avantor, Radnor,
Pennsylvania, USA

Leica  Biosystems, Nussloch,

Deutschland

Leica Biosystems Nussloch GmbH,
Nussloch, DE

ELMI Ltd., Riga, Lettland

Thermo Fisher Scientific™,
Waltham, Massachusetts, USA

Heidolph Instruments GmbH &Co
KG, Schwabach, Deutschland

Heidolph Instruments GmbH &Co
KG, Schwabach, Deutschland

Th. Geyer GmbH & Co. KG,
Renningen, Deutschland

Retsch GmbH, Haan, Deutschland
PegLab / Avantor, Radnor,
Pennsylvania, USA

Bandelin, Berlin, Deutschland

Biometra GmbH, Gottingen,

Deutschland

Kisker Biotech GmbH & Co. KG,
Steinfurt, Deutschland

Memmert GmbH & Co. KG,
Schwabach, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt,

Deutschland

MEDITE Medical GmbH, Burgdorf,
Deutschland

Memmert GmbH & Co. KG,
Schwabach, Deutschland

Eppendorf AG,
Deutschland

Andreas Hettich GmbH & Co.KG,
Tuttlingen, Deutschland

Hamburg,
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Zentrifuge

Z216MK
Adapter: 220.87

Hermle Labortechnik GmbH,

Wehingen, Deutschland

Tabelle 3: Gerételiste.

3.1.2 Verbrauchs- und Gebrauchsgegenstande

Gegenstand

Bezeichnung

Firma

Adhasionsobjekttrager

SuperFrost® Plus,
Menzel Glaser

Becherglaser (hoch), verschiedene Groflken

Blutentnahme-Rohrchen

(S-Monovetten: Li-Heparin,

Serum, K3 EDTA, Citrat 3,2 %)

Doppelspatel

Einbettkassette Macro

Falcons 15 ml, 50 ml

Gummiwalze
Klebefolie

Mahlkugeln
Magnetrihrstab

Menzel Deckglaser
Mikropistille
Mikrotiterplatte
Mikrotiterplatte

Mikrotomklinge
Objekttragerbehalter

Objekttragerkasten

Pap-Pen

Edelstahl flexibel, 185
mm, 9 mm

Schraubréhre,
Polypropylen, mit
Spitzboden, steril

Mikrotiterplatten-
Verschlielroller

Clear Seal als Blatt

Stahl, 5mm
KOMET, @: 9 mm, 15 mm

Starke 1, 24 x 40 mm

fir Reaktionsgefale 1,5
ml

Nunc™ MicroWell™ 96-
Well

FrameStar® 96 well
Semi-skirted PCR Platte

R35

Objekttrager-
Versandbehalter, rund

rot, 100 Stellplatze

2 mm Schriftweite

Pasteur-Pipette steril zum Einmalgebrauch

Pipetten

Research®, Research®
plus und Reference®2;
0,25-2,5 ul, 0,5-10 ul, 2-
20 pl, 10-100 ul, 20-200
ul, 100-1000 pl, 30-300 pl

Pipettenspitzen, PP, verschiedene GréRen

Thermo Fisher Scientific™, Waltham,
Massachusetts, USA

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Sarstedt AG & Co. KG, Nimbrecht,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Sarstedt AG & Co. KG, Nimbrecht,
Deutschland

Neolab Migge GmbH, Heidelberg,
Deutschland

4titude® Limited, Surrey, Vereinigtes
Kdnigreich
Retsch GmbH, Haan, Deutschland

Thermo Fisher Scientific™, Waltham,
Massachusetts, USA

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

WLB Laborbedarf,
Deutschland

Mockmihl,

Thermo Fisher Scientific™, Waltham,
Massachusetts, USA

4titude® Limited, Surrey, Vereinigtes
Kdnigreich
pfm Medical AG, Koéln, Deutschland

Kartell S.p.A. — LABWARE Division,
Noviglio, Italien

Avantor delivered by VWR, Radnor,
Pennsylvania, USA

Sigma Aldrich®, St. Louis, Missouri,
USA

Sarstedt AG & Co. KG, Nimbrecht,
Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Sarstedt AG & Co. KG, Nimbrecht,
Deutschland
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Pipettenspitzen mit Filter epT.l.P.S.

LoRetention

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Dualfilter, Racks

Pipettierhilfe Pipetus™
Pipettierhilfe Accurpette
Spektralkalibrierungskit 7500

Spektralkalibrierungskits

Hirschmann Laborgerate GmbH & Co.
KG, Eberstadt, Deutschland

Avantor / VWR, Radnor, Pennsylvania,
USA

Thermo Fisher Scientific™, Waltham,
Massachusetts, USA

fir Real-Time PCR-
Systeme
Stabpipette 5 ml, 10 ml, 25 Serologische Pipette Sarstedt AG & Co. KG, Nimbrecht,
ml wattiert steril Deutschland
Transfermembran Amersham™  Protran® Cytiva, Thermo Fisher Scientific™,
Nitrozellulose 0,45 pm Waltham, Massachusetts, USA
Rolle
Waage ES320A Precisa Gravimetrics AG, Dietikon,

Whatman-Filterpaper

1,5 mm

Gel-Blottingpapiere
Whatman® GBO005 Dicke

Schweiz

Cytiva, Thermo Fisher Scientific™,
Waltham, Massachusetts, USA

Tabelle 4: Verbrauchs- und Gebrauchsgegenstande.

3.1.3 Chemikalien

Name

Firmensitz

2-Mercaptoethanol 2 99 % p.a.
6X DNA Loading Dye

Acrylamide Stammldsung
ROTIPHORESE® Gel 30 (37,5:1)

Agarose LE

Albumin Fraktion V > 98 % Pulver

Amersham™ ECL™ Prime Western Blotting
Detection Reagents

Ammoniumpersulfat (APS) > 98 %
Aprotinin (aus Rinderlunge)
Bromphenolblau Natrium-Salz
Chloroform ROTIPURAN® = 99 % p.a.

Citratpuffer (Target Retrieval Solution) 10x
pH 6,0

Dako Antibody Diluent

DEPC (Diethylpyrocarbonat)
dNTP Mix, 10 mmol/l each

EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure)
Ethanol = 99,8 % vergallt mit 1 % MEK
Ethanol =2 99,5 % reinst

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Thermo Fisher Scientific™, Waltham, Massachusetts,
USA

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Biozym Scientific GmbH,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Scientific™, Waltham,

Hessisch Oldendorf,

Cytiva, Thermo Fisher
Massachusetts, USA

Sigma Aldrich®, St. Louis, Missouri, USA
Sigma Aldrich®, St. Louis, Missouri, USA
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Dako / Agilent Technologies, Santa Clara, Kalifornien,
USA

Dako / Agilent Technologies, Santa Clara, Kalifornien,
USA

Sigma Aldrich®, St. Louis, Missouri, USA

Thermo Fisher Scientific™, Waltham, Massachusetts,
USA

Sigma Aldrich®, St. Louis, Missouri, USA
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

30



GeneRuler 100 bp DNA Ladder

Glycerol 2 99,0 %

Glycin PUFFERAN® 2 99,0 % p.a.
GoTag® qRT-PCR Master Mix 2X
Hamatoxylin sauer (nach Mayer)
ImmPACT DAB Kit

Nonident P-40 (IGEPAL Ca-630)
Isopropanol ROTIPURAN® = 99,8 % p.a.
Leupeptin

Methanol ROTIPURAN® = 99,9 % p.a.
Midori Green Advance

Milchpulver, blotting grade

M-MLV (reverse Transkriptase) inkl. Puffer
200 U/l

Natriumchlorid (NaCl) = 99,8 %, extra fein
Natriumdeoxycholat

Natriumfluorid

Natriumorthovanadat

Neo-Clear™

Neo-Mount®

Oligo- (dT)Primer (16xT (Thymin))

PageRuler™ Prestained Protein Ladder

PBS - Puffer (1X Dulbecco's) - Pulver
Pepstatin A
Phenylmethylsulfonylfluoride (PMSF)
Pierce™ BCA Protein Assay Kit

Platinum® gRT-PCR SuperMix-UDG mit
ROX

Ponceau S
Randomprimer

RNasin® Ribonuclease Inhibitor

ROTI®Histofix -
Formaldehydlésung 4 %

RQ1 RNase-Free DNase

Salzsaure (HCI) 32 % ROTIPURAN® p.a.,
ISO

SDS (Natriumdodecylsulfat) > 99 %, Blotting
Grade

SEA Blocking Buffer

phosphatgepufferte

Thermo Fisher Scientific™, Waltham, Massachusetts,
USA

Sigma Aldrich®, St. Louis, Missouri, USA

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Promega Corporation, Madison, Wisconsin, USA
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Vector Laboratories,
Kalifornien, USA

Sigma Aldrich®, St. Louis, Missouri, USA
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Sigma Aldrich®, St. Louis, Missouri, USA
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

NIPPON Genetics EUROPE GmbH,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Promega Corporation, Madison, Wisconsin, USA

San Francisco Bay Area,

Diren,

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Sigma Aldrich®, St. Louis, Missouri, USA

Sigma Aldrich®, St. Louis, Missouri, USA

Sigma Aldrich®, St. Louis, Missouri, USA

Sigma Aldrich®, St. Louis, Missouri, USA

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

MWG Biotech AG, Ebersberg, Deutschland

Thermo Fisher Scientific™, Waltham, Massachusetts,
USA

AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland
Sigma Aldrich®, St. Louis, Missouri, USA
Sigma Aldrich®, St. Louis, Missouri, USA

Thermo Fisher Scientific™, Waltham, Massachusetts,
USA

Thermo Fisher Scientific™, Waltham, Massachusetts,
USA

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Sigma Aldrich®, St. Louis, Missouri, USA

Promega Corporation, Madison, Wisconsin, USA
Carl Roth GmbH & Co. KG, Kasruhe, Deutschland

Promega Corporation, Madison, Wisconsin, USA
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Thermo Fisher Scientific™, Waltham, Massachusetts,
USA
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TEMED (Tetramethylethylendiamin) = 99 %
p.a., fur die Elektrophorese

Tissue-Tek® O.C.T.™ Compound

Carl Roth GmbH & Co. KG, Kasruhe, Deutschland

Sakura Finetek Europe, Alphen am Rhein,

TRI Reagent®

Trichloressigsaure-L6sung 20 %

TRIS, PUFFERAN® = 99,3 %, Buffer Grade
TWEEN®20 Polyethylensorbitmonolaurate
Harnstoff-Wasserstoffperoxid (Tabletten)

Niederlande

Sigma Aldrich®, St. Louis, Missouri, USA

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Sigma Aldrich®, St. Louis, Missouri, USA

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Tabelle 5: Chemikalien.

3.1.4 Losungen und Puffer

Die im Folgenden aufgefuhrten Losungen und Puffer wurden in vollentsalztem Wasser

angesetzt, sofern nicht anders vermerkt.

Fur RNA-Arbeiten wurde DEPC-Wasser verwendet, hierfir wurde vollentsalztes Wasser mit

0,2 % DEPC versetzt und nach 24 Stunden Inkubation bei Raumtemperatur autoklaviert.

Puffer Chemikalien Konzentration
PBS Naz2HPO4 8,06 mmol/l
KH2PO4 1,5 mmol/l
NaCl 138 mmol/l
TBS-Puffer 10-fach NaCl 100 mmol/I
Tris 10 mmol/l
Mit HCI 32 % pH-Wert einstellen pH 7,5
TBS-T-Puffer TBS-Puffer 1-fach: 10 mmol/l
NaCl 1 mmol/l
Tris 0,05 % (viv)
TWEEN® 20
RIPA-Puffer Tris 50 mmol/l
NaCl 150 mmol/l
Mit HCI 32 % pH-Wert einstellen pH 7,4
Igepal 1% (vIv)
Natrium-Desoxycholat 0,25 % (m/v)
EDTA 1 mmol/l
modifizierter RIPA- Aprotinin 0,15 pymol/l
Puffer (zuséatzlich zum  pepstatin A * 1,5 umol/l
RIPA-Puffer Leupeptin 2,1 ymol/l
hinzugeben) PMSF ** 1 mmol/l
NaF 1 mmol/l
NasVOs 1 mmol/l
Probenpuffer 5-fach Sammelgelpuffer 82 mmol/l

B-Mercaptoethanol
Glycerin

SDS
Bromphenolblau

25 % (viv)

10 % (v/v)
2,06 % (m/v)
0,0026 % (m/v)
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Laemmli-Puffer 1-fach

Towbin-Puffer 10-fach

Transfer-Puffer

Sammelgelpuffer

Trenngelpuffer

Ponceau S

Stripping-Puffer

TAE-Puffer 50-fach

Isotone NaCl-Losung
DEPC-H:0

* angesetzt in Methanol

Glycin
Tris
SDS

Glycin
Tris

Glycin
Tris
Methanol

Tris
Mit HCI 32 % pH-Wert einstellen

Tris
Mit HCI 32 % pH-Wert einstellen

Ponceau S
Trichloressigsaure

Tris

Mit HCI 32 % pH-Wert einstellen
SDS

kurz vor Verwendung:
2-Mercaptoethanol

Tris
EDTA
mit Essigsaure pH-Wert einstellen

NaCl

DEPC

** angesetzt in Isopropanol

192 mmol/l
24 mmol/l
0,1 % (m/v)

1.92 mol/l
250 mmol/l

19,2 mmol/l
2,5 mmol/l
10 % (v/v)

0,5 mol/l
pH 6,8

1,5 mol/l
pH 8.0

0,2 % (m/v)
3 % (v/v)

50 mmol/l
6,7

2 % (m/v)
100 mmol/l
2 mol/l

50 mmol/l
pH 8.0
154 mmol/l

0,2 % (m/v)

Tabelle 6: Puffer und Lésungen

3.1.5 Antikorper

Die in dieser Arbeit verwendeten Antikdrper sind in der folgenden Tabelle aufgefuhrt. Sie

wurden fur die Versuche der Immunhistochemie und der Western Blots verwendet.

Erstantikorper  Firma Spezies WB-Konz. IHC-Konz.
Anti-B-Actin Cell Signaling  Technology®, Maus 1. AK: 1:5000 -
(#3700) Danvers, Massachusetts, USA 2. AK: 1:3000
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Anti-GAPDH Cell Signaling  Technology®, Kaninchen 1. AK:1:5000 -
(#2118) Danvers, Massachusetts, USA 2. AK: 1:3000
Anti-HPRT Abcam, Cambridge, Vereinigtes Kaninchen 1. AK:1:2000 -
(ab10479) Konigreich 2. AK: 1:2000
Anti-a-Tubulin Sigma  Aldrich®, St. Louis, Maus 1. AK: 1:3000 -
(T9026) Missouri, USA 2. AK: 1:3000
Anti-GR Cell  Signaling Technology®, Kaninchen 1.AK:1:1000 1:100
(#3660) Danvers, Massachusetts, USA 2. AK: 1:2000
Anti-GR-a Abcam, Cambridge, Vereinigtes Kaninchen 1. AK: 1:250 1:50
(ab3580) Kdnigreich 2. AK: 1:1000
Anti-HSD11B1 Abcam, Cambridge, Kaninchen 1. AK: 1:500 1:50
(ab83522) Vereinigtes Konigreich 2. AK: 1:1000
Anti-118-HSD2  R&D Systems Inc., Minneapolis, Maus 1. AK: 1:2000  1:40
(MAB8630) Minnesota, USA 2. AK: 1:2000
Anti-P- Abcam, Cambridge, Vereinigtes Kaninchen 1. AK: 1:2000 1:250
Glykoprotein Kdnigreich 2. AK: 1:2000
(ab170904)
Zweitantikorper Firma Spezies Verwendung
Anti-Maus (#7076S) Cell Signaling Technology®, Maus WB

Danvers, Massachusetts, USA
Anti-Kaninchen (#7074S) Cell Signaling Technology®, Kaninchen WB

Danvers, Massachusetts, USA
ZytoChem Plus (HRP) One- Zytomed Systems GmbH, Maus & IHC

step Polymer

Berlin, Deutschland

Kaninchen

Tabelle 7: Antikorper fiir Western Blot und Immunhistochemie.

3.1.6 Primer

Fur die Analyse der Genexpression auf mRNA-Ebene wurden Primer der Firma Eurofins

Genomics, Ebersberg, Deutschland verwendet (siehe Tabelle 9). Die Primersequenzen mit

Quellenangabe wurden aus Publikationen Ubernommen. Falls keine Quelle angegeben ist,

wurden mRNA-Sequenzen des zu untersuchenden Gens (inklusive Exon-Grenzen) mittels

UCSC Genome Browser ermittelt. Dann wurden mittels Primer Express™ 3.0 Software die

Primer entworfen . Weiterhin wurde das Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)

verwendet, um die Primersequenzen zu Uberprifen.

Gen Primer Sequenz Konz.
HSD11B1 for AGGAAAGCTCATGGGAGGACTAG 9 umol/l
141 rev ATGGTGAATATCATCATGAAAAAGATTC 3 pmol/l
taq CATGCTCATTCTCAACCACATCACCAACA 2 pmol/l
HSD11B2 for CCGTATTGGAGTTGAACAGCC 6 pumol/l
142 rev CAACTACTTCATTGTGGCCTGC 6 pumol/l
taq CTAGAGTTCACCAAGGCCCACACCACC 2 ymol/l
ABCB1 for CAGACAGGATGTGAGTTGGTTTG 3 pumol/l
rev CCTGGAACCTATAGCCCCTTTAA 6 pmol/l
taq TTGACTACCAGGCTCGCCAATGATGCT 2 pmol/l
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NR3C1a

NR3C1
(gesamt)

for
rev
taq
for
rev
taq

AGTGGAAGGACAGCACAATTACC
TTTCGAGCTTCCAGGTTCATTC
TGCCCAGCATGCCGCTATCGA
GGGTGGAGATCATATAGACAATCAAG
GGGTAGAGTCATTCTCTGCTCATTAA
AAACCTGCTGTGTTTTGCTCCTGATCTGA

3 umol/l
9 umol/l
2 umol/l
6 umol/l
6 umol/l
2 umol/l

Tabelle 8: Primersequenzen fiir die zu untersuchenden Gene.

Als Referenz wurden die folgenden Gene mit den nachstehenden Sequenzen getestet:

Gen Primer Sequenz Konz.
YWHAZ for TGGTGATGACAAGAAAGGGATTG 6 pumol/l
143 rev TGGTTGCATTTCCTTTTTTGCT 6 pumol/l
taq CGATCAGTCACAACAAGCATACCAAGAAGC 2 umol/l
TBP for CGAATATAATCCCAAGCGGTTT 9 umol/l
rev GTGCACACCATTTTCCCAGAA 6 pmol/l
taq AGCCACGAACCACGGCACTGATTTT 2 ymol/l
18s-rRNA for CGGCTACCACATCCAAGGAA 3 pumol/l
144 rev GCTGGAATTACCGCGGCT 9 pmol/l
taq TGCTGGCACCAGACTTGCCCTC 2 ymol/l
B-Aktin for GATGGCCACGGCTGCTT 6 umol/l
145 rev ACCCTCATTGCCAATGGT 6 umol/l
taq CTACGAGCTGCCTGACGGCCAGG 2 ymol/l
SDHA for GACAGAGCCTCAAGTTTGGAAAG 6 pumol/l
rev TCGCAGAGACCTTCCATATAAGG 6 pumol/l
taq TCGGACTGGCCACTCGCTATTGC 2 ymol/l
GAPDH for CCCATGTTCGTCATGGGTGT (20) 6 pumol/l
rev TGGTCATGAGTCCTTCCACGATA (23) 6 pumol/l
taq CTGCACCACCAACTGCTTAGCACCC (25) 2 ymol/l
HPRT for CCGGCTCCGTTATGGC 6 pumol/l
146 rev GGTCATAACCTGGTTCATCATCA 6 pumol/l
taq CGCAGCCCTGGCGTCGTGATTA 2 ymol/l
B2-MG for TGACTTTGTCACAGCCCAAGATA 6 pumol/l
146 rev CCAAATGCGGCATCTTC 6 umol/l
taq TGATGCTGCTTACATGTCTCGATCCCA 2 ymol/l

Tabelle 9: Primersequenzen fiir die zu messenden Referenzgene.

3.1.7 Software

Im Rahmen dieser Arbeit wurde, die im Nachfolgendem benannte, spezialisierte Software

verwendet.
Name Firma Version
Basic Local Alignment National Center for Biotechnology Information =zuletzt gedffnet
Search Tool (NCBI), Bethesda, USA: am 23.09.2023
(BLAST®) https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi
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i-controlTM Tecan Trading AG, Mannedorf, Schweiz Mannedorf, Version 1.10
Schweiz

Image LabTM Bio-Rad Laboratories, Inc., California, USA Version 6.1.0

GraphPad GraphPad Software, San Diego, USA: zuletzt gedffnet

QuickCalcs Outlier https://www.graphpad.com/quickcalcs/grubbs1/; am 30.01.2021

Detector alpha=0.05

GraphPad Prism

GraphPad / Dotmatics, Boston, USA

Version 10.3.0

Primer Express™ Thermo Fisher Scientific™, Waltham, Version 3.0.1
Massachusetts, USA
Ped(z) Kinderarzt PD Dr. med. habil. Daniel Grafe, Leipzig, zuletzt geéffnet
Rechner Deutschland: https://www.pedz.de/de/neo.html am 30.06.2024
gBase+ CellCarta, Quebec, Kanada Version 3.4
UCSC Genome Genomics Instituts, University of Santa Cruz, USA: zuletzt gedffnet
Browser 140 https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgGateway am 19.01.2024
7500 Software Thermo Fisher Scientific™, Waltham, Version 2.0.6

Massachusetts, USA

Tabelle 10: Verwendete Software.

3.2 Patientinnen-Kollektiv und Methoden der Probenasservierung

3.2.1 Patientinnen-Kollektiv

Fur die vorliegende Forschungsarbeit wurden in Zusammenarbeit mit der Gynakologie der
Uniklinik KolIn diejenigen Patientinnen aufgeklart, die sich zwischen dem 01.03.2018 und dem
31.12.2020 maximal 7 Tage vor geplanter Sectio in der Hebammensprechstunde vorgestellt
haben. Fur diese Arbeit wurden alle Patientinnen eingeschlossen, die der Studienteilnahme
nach einem Aufklarungsgesprach schriftlich zugestimmt haben und bei denen keiner der
folgenden Ausschlussgrinde vorlag: Mehrlingsschwangerschaft, Fruhgeburtlichkeit bis SSW
35+0, Ubertragung, Rauchen wahrend der Schwangerschaft, Noxen-Abusus, schwere
Vorerkrankungen wie bspw. onkologische Erkrankungen, behandlungspflichtige Hypertonie,
Infektionskrankheiten wie HIV und Hepatitis, Medikation mit Cortisol-Derivaten oder Heparin
sowie ein Amnioninfektionssyndrom. Aufgrund der geringen Anzahl wurden ebenfalls
normalgewichtige Schwangere ausgeschlossen, die einen GDM hatten.

Eingeschlossen  wurden  Schwangerschaften mit einem  Gestationsalter ab
Schwangerschaftswoche 35+0 bis 42+0.

Die Ethikkommission der Universitat zu Kéln genehmigte die Studie unter der Leitung von Frau

Dr. Sarah Appel erstmalig im Jahr 2014 unter dem Zeichen 14-244.

3.2.2 Datenerhebung der Patientinnen

Folgende Daten wurden nach Zustimmung der Patientinnen erhoben: Alter, GroRe und
Gewicht,

Medikamenteneinnahme,

mdgliche Infektionen,  Voroperationen und  Vorerkrankungen sowie

Raucherstatus, Ernahrungsbesonderheiten, Bewegung,

Geburtenanamnese, Gestationsalter, Geschlecht und Gewicht des Kindes. Alle Patientinnen-
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Daten wurden nach Erfassung pseudonymisiert, sodass in der Auswertung kein Rickschluss
auf einzelne Patientinnen moglich war.

Die Einteilung der Patientengruppen erfolgte anhand der Merkmale maternales Gewicht zu
Beginn der Schwangerschaft und dem Vorliegen eines GDMs. Hierfur wurden fur die
Einteilung der Patientinnen nach dem ersten in der Schwangerschaft dokumentierten Gewicht
anhand der BMI-Einteilung durch die WHO vorgegangen. Es ergaben sich zwei Gruppen, eine
mit normalgewichtigen Schwangeren mit einem BMI von 18,5 kg/m? bis 24,99 kg/m? und eine
mit Ubergewichtigen Schwangeren ab einem BMI 250 kg/m? Die (Ubergewichtigen
Schwangeren wurden auRerdem in zwei Gruppen je nach Diabeteserkrankung eingeteilt, hier
ergaben sich die Gruppen Ubergewicht ohne GDM und Ubergewicht mit GDM. Das
biologische Geschlecht der Feten wurde als mannlich oder weiblich erfasst.

Die erhobenen neonatalen Daten des Geburtsgewichts, der Geburtslange und des
Kopfumfanges wurden anhand des Gestationsalters mithilfe des Ped(z) Kinderarzt Rechners
in die Geburtsperzentile nach Voigt eingeteilt.

Die jeweiligen Anzahlen (n) sind fur die Analysen teilweise unterschiedlich und deshalb fur die

jeweilige Analyse im Ergebnis-Teil dieser Arbeit aufgefuhrt.

3.2.3 Maternale Blutproben

Es erfolgte die Entnahme von maternalen EDTA- und Serum-Blutproben im Rahmen der
Routine-Blutentnahme durch die Hebamme bei der Geburtsplanung etwa 1 Woche vor der
geplanten Sectio caesarea. Eine weitere Blutenthahme von einer Heparin-Plasma-Monovette
erfolgte nuchtern vor Sectio im Rahmen der Anlage eines peripheren Venenverweilkatheters
durch das Kreissaal-Team.

Sowohl Serum- als auch Plasma-Blut der Mutter wurden unmittelbar nach Entnahme innerhalb
von héchstens 60 Minuten fiir zehn Minuten bei 1855 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abpipettiert und bei -80 °C eingefroren. Fir die Analysen im Zentrallabor wurden Plasma-Blut
(ntchtern) fur die Cortisol- und Glukose-Bestimmung verwendet, fir die (HbA+-Bestimmung
wurde das Serum-Blut (nicht-nichtern) zum Zeitpunkt der Geburtsplanung der Schwangeren

verwendet.

3.2.4 Fetale Blutproben

Es erfolgte eine Entnahme von vendsem Nabelschnurblut aus der abgenabelten Plazenta, in
jeweils eine EDTA-, Serum- und Lithium-Heparin-Plasma-Monovette. Sowohl Serum- als auch
Plasma-Blut wurden nach Entnahme innerhalb von 60 Minuten fir 10 Minuten bei 1855 g
zentrifugiert, der Uberstand wurde abpipettiert und bei -80 °C eingefroren.

Fur die Analysen wurden jeweils Serum-Blut aus der Nabelschnur fur die Bestimmung von
Insulin und Cortisol sowie Plasma-Blut fir den Lipidstatus und Glukose-Wert vom Zentrallabor

der Uniklinik KoIn analysiert.
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3.2.5 Plazenta-Praparation

Die Praparation der Plazenten erfolgte innerhalb von 30 Minuten nach der Entbindung.
Zuerst wurden MaRe und Gewicht der Plazenten bestimmt. AulRerdem erfolgte eine
Dokumentation der Nabelschnur-Insertion sowie eventueller Auffalligkeiten der Plazenta.
AnschlieRend erfolgte die Praparation des Plazentagewebes fir die Histologie und
Molekularbiologie. Hierzu wurden jeweils drei Proben-Quadrate von 2 cm Kantenlange in
Abhangigkeit von der Entfernung zur Nabelschnur aus der Plazenta entnommen.

Die Regionen der Probenentnahme erfolgten nach dem Muster Nabelschnur-nah, mittig in
gleichem Abstand zu Nabelschnur und Plazenta-Rand sowie Nabelschnur-fern am Plazenta-
Rand (siehe Abbildung 4).

Abbildung 4: Die Stellen der Probenentnahme bei Plazenta-Praparation.

Links: Die Plazenta vor der Praparation in toto, man sieht die fetale Seite von oben. Die Nabelschnur
sitzt hier mittig. Rechts: Die Plazenta nach der Probenentnahme, die Regionen sind entsprechend
gekennzeichnet. Die Nabelschnur ist durchtrennt und als Stumpf auf der Plazenta und als Rest am
Rand zu erkennen.

NS — Nabelschnur, A — Nabelschnur-nah, B — mittig, C — Nabelschnur-fern

Aus allen drei Probenquadraten erfolgte dann die weitere Praparation, wobei je die eine Halfte
der Probe als histologisches und die andere Halfte als natives Praparat verwendet wurde.
Alle Proben aus den Regionen A, B und C wurden fur die Asservierung nativer Proben in
Anlehnung an die Schichtung maternal, villos und fetal gedrittelt und in isotoner NaCl-L6sung
gewaschen (s. Abbildung 5). AnschlieBend wurden die Praparate zerkleinert und bei -80 °C
eingefroren.

Fur die in dieser Arbeit verwendeten Isolationen der RNA sowie der Proteine wurden die Nativ-

Praparate B — villés verwendet.
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Die restliche Probe wurde erneut halbiert und je ein Teil fir die Kryokonservierung in
TissueTek bzw. fur die Paraffineinbettung verwendet. Im Rahmen dieser Arbeit wurden nur

die nativen Proben und die Paraffin-eingebetteten Proben verwendet.

Abbildung 5: Unterteilung der Plazentaprobe fiir
die Nativ-Praparation.
Markiert sind die Trennlinien der Plazenta in die (von

oben nach unten) fetalen (f), villésen (v) und
maternalen (m) Anteile.

Die Plazentaproben wurden vor der Einbettung in Paraffin in isotoner NaCl-Ldsung gewaschen
und in Gewebekassetten gelegt. Die Fixierung erfolgte fur 24 Stunden bei +4 °C in 4 %
Paraformaldehydlésung zur Protein-Vernetzung und Fixierung. Anschliefend wurden die
Proben umgebettet und zur Dehydration fir mindestens 24 Stunden in 70 % Isopropanol
belassen. Mittels Gewebeinfiltrationsmaschine erfolgte das Einbetten der Plazenta-Proben
nach dem Standardprotokoll der Core Facility des Zentrums flr Molekulare Medizin Kdln
(ZMMK) in Paraffin. AnschlieRend wurden die Proben in Paraffinblocke gegossen und harteten
bei -20 °C auf einer Kihlplatte aus. Die Lagerung bis zum Anfertigen der Paraffinschnitte
erfolgte bei Raumtemperatur.

Fur den Versuchsaufbau siehe auch Abbildung 6. Am Ende der Praparation wurden die

Plazenten fachgerecht Uber den Kreissaal der Uniklinik Koln entsorgt.

3.3 Immunhistochemie

Zur Bestatigung, wo die zu untersuchenden Proteine und Rezeptoren in der menschlichen
Plazenta dieser Kohorte exprimiert werden, wurde eine immunhistochemische Farbung als
Nachweis angestrebt. Hier wurde sich fur eine indirekte immunhistologische Farbung der
Gewebeproben mittels DAB (3,3'-Diaminobenzidin) nach Graham und Karnovsky 1966
entschieden .

Fur das Anfertigen der 5 pym dicken Schnitte wurden die Probenblécke in das Mikrotom
eingespannt und geschnitten. Die Schnitte wurden bei 37 °C im Wasserbad gestreckt, auf
SuperFrost® Plus Adhasionsobjekttrager gezogen und bei 37 °C im Warmeschrank
getrocknet. Die Aufbewahrung bis zur Farbung erfolgte bei Raumtemperatur in einem
Praparatekasten.

Die Schnitte wurden dann flr immunhistochemische Farbungen (siehe 3.3) verwendet.
Hierfur wurden die eingebetteten Proben mittels Neo-Clear™ dreimal jeweils fur 15 Minuten
entparaffiniert und anschlieend in einer absteigenden Alkoholreihe (= 99,8 %; 96 %; 80 %;

70 % Ethanol) fur jeweils eine Minute rehydriert und der Objekttrager anschlie®end fir eine
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Minute in vollentsalztem Wasser gewaschen. Anschliellend erfolgte ein Kochvorgang in
Citratpuffer (Target Retrieval Solution pH 6) bei 95 °C fur 25 Minuten zur Antigen-
Demaskierung, bevor der Objekttrager fir 30 Minuten wieder abkuhlte. Es erfolgte ein
dreimaliger Waschvorgang in PBS bei Raumtemperatur fur 5 Minuten, danach wurde mittels
PapPen eine lipophile Umrandung des Gewebes vorgenommen. Zur Entfernung moglicher
Reaktionen auf gewebseigene Peroxidasen (v.a. aus Erythrozyten) erfolgte ein Peroxidase
Block mittels frisch angesetzter 3%iger H2O2-L6sung fiir 10 Minuten. Danach erfolgte eine
einstindige Blockierung der Gewebeproben zur Verhinderung von Kreuzreaktionen mittels

SEA Blocking Puffer in einer feuchten Kammer.

Paraffin-
- [ Einbettung maternal
Nativ- _
B \D Praparation ~—~—
O~ Kryo- fetal

Konservierung

villés

Probenentnahme aus 3 Regionen Teilen der Proben fir " Aufteilen der Nativ-
weitere Verfahren Praparate nach Schichten

>
>

Abbildung 6: Versuchsaufbau der Plazenta-Praparation.
Als erstes werden die drei Proben-Quadrate A, B und C entnommen. Dann erfolgt jeweils das

Durchschneiden der Quadrate fir die verschiedenen Verfahren (hier: Blick von oben). AnschlieRend
erfolgt die Trennung der Proben flir das Nativ-Praparat nach dem histologischen Aufbau der
Plazenta.

Der primare Antikdrper wurde mit dem Dako Antikérper Diluent verdinnt und auf die
Gewebeprobe aufgetragen. Als primare Antikdrper wurden die unter Kapitel 3.1.5 Antikdrper
aufgefihrten Anti-GR, Anti-GR-a, Anti-HSD11B1, Anti-113-HSD2 und Anti-P-Glykoprotein
zum Nachweis der dazugehorigen Proteine eingesetzt und Uber Nacht in einer feuchten
Kammer bei 4 °C inkubiert. FUr die Negativkontrolle erfolgte eine Inkubation mit dem
Antikérper Diluent ohne Zugabe eines primaren Antikorpers.

Am nachsten Tag erfolgte ein erneuter dreimaliger Waschvorgang in PBS, bevor die 30-
minutige Inkubation mit dem Zweitantikérper Zytochem Plus (HRP) One-Step Polymer Anti-

rabbit/ Anti-mouse erfolgte und dann der Waschvorgang in PBS wiederholt wurde.
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Die Schnitte wurden anschlieRend mit einer DAB-L6sung aus 30 pyl DAB in 1 ml ImmPACT™
DAB Diluent behandelt und die Reaktion nach 30 Sekunden mit VE-Wasser gestoppt. So
konnte die Antikorper-Antigen Reaktion nachgewiesen und visualisiert werden. DAB zeigt
hierbei eine braune Farbung. Das Farben der basophilen Strukturen, insbesondere der
Zellkerne, erfolgte mit filtriertem Hamatoxylin sauer nach Mayer fur eine Minute und
anschlielendem Blauen in flieRendem Leitungswasser fur 10 Minuten.

Die Objekttrager wurden im Anschluss fur jeweils eine Minute mit VE-Wasser abgespult und
in einer aufsteigenden Alkoholreihe (70 %; 80 %; 96 %; = 99,8 % Ethanol) vom wassrigen
Milieu ins organische uberfuhrt. Die Objekttrager wurden fur zweimal 5 Minuten in Neoclear
inkubiert und zum Abschluss mit Neomount und einem Deckglas eingedeckelt.

Anschlieend erfolgten die Digitalisierung und Auswertung der Schnitte. Es wurde jeweils ein
Schnitt der Kontrollgruppe sowie ein Schnitt der Gruppe Ubergewicht mit Diabetes auf die
nachzuweisenden Proteine (GR (gesamt), GRa, 113-HSD Typ 1 und 2 und p-GP) und eine
Negativkontrolle analysiert. Hierzu wurden die Schnitte mittels Slide Scanner eingescannt. Bei
Nachweis der Proteine in der Plazenta erfolgte eine weitere molekularbiologische Analyse
mittels Western Blot und quantitativer Polymerasekettenreaktion in Echtzeit (QRT-PCR). Eine

quantitative Analyse der immunhistochemischen Farbungen erfolgte nicht.

3.4 Molekularbiologische Methoden

3.4.1 RNA-Isolation

Zur Extraktion der Gesamt-RNA aus Plazenten wurden Nativ-Praparate der Gruppe B vill6s
verwendet. Die hier verwendete RNA-Isolation basiert auf der von Chomczynski und Sacchi
1987 entwickelten Single-Step-Methode '*®. Es wurde circa 50 mg Gewebe mit 0,5 ml
TriReagent® und einer sterilen Metallkugel fir 60 Sekunden bei 30 Hertz in einer MM400
Schwingmihle homogenisiert. Nach Inkubation bei Raumtemperatur fir 5 Minuten, erfolgte
die Hinzugabe von 100 ul Chloroform und dies wurde fur 15 Sekunden vermischt. Nach
erneuter Inkubation bei Raumtemperatur fir 3 Minuten wurde das Gemisch 15 Minuten bei
4 °C mit 13680 g zentrifugiert. Es entstand eine dreiphasige Trennung, wobei nur die RNA-
haltige, obere, wassrige Phase vorsichtig abpipettiert und weiterverwendet wurde. Es erfolgte
eine Ausfallung mit Isopropanol zur RNA-Ausfallung. Anschlieflend erfolgte eine Inkubation
auf Eis bei +4 °C fur 20 Minuten und die Proben wurden dann fur 15 Minuten bei 21380 g
zentrifugiert, sodass ein RNA-Pellet entstand. Nach Abpipettieren des Uberstandes wurde das
Pellet in 75%igem Ethanol gewaschen und danach erneut bei 21380 g zur Entfernung
moglicher Kontaminationen zentrifugiert. Dieser Waschvorgang erfolgte insgesamt zweimal.
Danach wurde das Pellet fur 45 Minuten luftgetrocknet und in 150 yl RNase-freiem DEPC-
Wasser geldst. Die Lagerung bis zur Weiterverwendung erfolgte bei -80 °C in Eppendorf-

Reaktionsgefalen.
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3.4.2 Bestimmung der Konzentration und Reinheit der RNA

Zur Bestimmung der RNA-Konzentration wurde eine Messung mit dem Nano Quant Infinite®
M200 Pro und der zugehorigen Software i-control™ durchgefihrt.

Die Messung zur Konzentrationsbestimmung (Quantitat) der RNA erfolgte nach ihrem
Absorptionsmaximum bei 260 nm. Bei einer optischen Dichte (OD260) von 1 entspricht dies
40 pg RNA /ml H20. Zusatzlich erfolgte zur Detektion von Proteinen und Phenolen auch die
Absorptionsmessung im Bereich von 280 nm (OD280). Bei einem Verhaltnis OD260/0D280
zwischen 1,8 bis 2,0 wurde von einer reinen Probe ausgegangen (Qualitatsbestimmung) .
Zur Kalibrierung fand zuerst eine Messung von RNase-freiem DEPC-Wasser statt.
AnschlieRend wurden jeweils 2 pl der Probe auf einer NanoQuant Platte™ gemessen. Bei
einem OD260-Wert tber 1,0 wurde die Probe mit DEPC-H20 verdinnt, um eine OD260 von
0,1 bis 1,0 zu erreichen.

Nach groBRen Schwankungen der Ct-Werte in der qRT-PCR und der entsprechenden
Fehlersuche (s.3.4.7) wurde der OD260/0D280 jeder RNA-Probe insgesamt 14-fach uber die
gesamte Platte gemessen und der Mittelwert der Messergebnisse gebildet. So konnten die
Schwankungen deutlich reduziert werden. Fur alle Proben wurde ein OD260/280 zwischen 1,8
und 2,0 bestatigt.

Die Proben wurden nach der Messung bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.

3.4.3 cDNA-Synthese

Um die Genanalyse mittels quantitativer Real-time PCR zu ermoglichen, wurde die isolierte
RNA in komplementare DNA (cDNA) umgeschrieben (nach Okayama und Berg 1982) '°.
Aufgrund ihrer Doppelstrangigkeit ist cONA deutlich stabiler und Iasst sich deshalb besser
vervielfaltigen als RNA.

Zuerst erfolgte der DNase-Verdau mit 1 pl 10-fach DNase | Puffer und 1 yl RNase-freier DNase
I, die zu jeweils 1 pg der isolierten RNA hinzugegeben und fur 15 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert wurden, um eventuelle DNA-Reste aus der Probe zu verdauen. Anschliel3end wurde
die DNase durch Hinzufigen von 1 pl 25 mmol/l EDTA-L6sung und Erhitzen der Probe im
Heizblock auf 65 °C fur 15 Minuten inaktiviert. Als nachstes folgte die Hinzugabe von
Mastermix A, wobei die enthaltenen Primer an die RNA binden. Das Gemisch wurde fiur
5 Minuten bei 70 °C inkubiert und anschlielend fur eine Minute auf Eis gestellt.

Durch die anschlieBende Zugabe des Mastermix B und der darin enthaltenen MMLV-Reverse
Transkriptase wird erst ein zur RNA komplementarer DNA-Strang und dann ein zweiter DNA-
Strang transkribiert. Hierzu erfolgte eine einstiindige Inkubation bei 37 °C, bevor die Reaktion
auf Eis gestellt und damit gestoppt wurde. Die so synthetisierte cDNA wurde bei -20 °C

gelagert. Fur die Zusammensetzung der Mastermixe A und B siehe Tabelle 11.
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Mastermix A: Konzentration Mastermix B: Konzentration

Randomprimer 0,06 pg/ul MMLV-buffer 5x 0,5 pg/ul

Oligo- (dT)Primer 0,04 ug/ul dNTP-Mix 1 mmol/pl

DEPC-Hz0 RNase-Inhibitor 2 U/l
MMLV 20 U/l
DEPC-H20

Tabelle 11: Zusammensetzung der Mastermixe A und B in der cDNA-Synthese.
Beide Mastermixe werden zum Schreiben der cDNA eingesetzt.

3.4.4 gRT-PCR-TagMan®

Die Amplifikation und Quantifizierung der cDNA auf Basis der RNA erfolgten mithilfe der
Polymerase-Kettenreaktion (PCR) nach Heid et al. '>'. Die Reaktion Iauft in Echtzeit ab und
wird deshalb auch quantitative real-time PCR (qRT-PCR) genannt. Es wurden Oligonukleotid-
Primer eingesetzt, die zu dem Startpunkt (forward) oder dem Endpunkt (reverse) des zu
amplifizierenden Genabschnittes homolog sind. Im ersten Schritt erfolgt eine Hitze-
Denaturierung, mit der die cDNA in Einzelstrange gespalten wird, sodass im nachsten Schritt
die Primer an ihre komplementaren cDNA-Abschnitte binden konnen (Primer Annealing). Im
Folgenden erfolgt durch eine Polymerase die Synthese des komplementdren DNA-
Abschnittes von 5° nach 3 die Elongation. Durch die zyklische Wiederholung dieser
Reaktionsschritte wird eine exponentielle Vervielfaltigung des Abschnittes erreicht.

Die zu untersuchenden Gene werden anschliefend in Relation zu Referenzgenen
ausgewertet. Diese Housekeeping-Gene zeichnen sich durch eine stabile Expression im zu
untersuchenden Gewebe aus.

Fur die zugrunde liegenden Experimente dieser Arbeit wurden zwei unterschiedliche
Verfahren der gqRT-PCR verwendet.

TagMan® qRT-PCR

Ansatz/Well Endkonzentration Bedingungen

Platinum™ Quantitative PCRSuperMix- 0,5 ug/ul 1 Zyklus: 50 °C fur 2 min
UDG mit ROX 1 Zyklus: 95 °C fiir 10 min
Primer tag (2umol/l) 40 nmol/l 45 Zyklen: 95 °C fir 15 s
Primer for (3 bis 9 ymol/l) 60-180 nmol/l 45 Zyklen: 60 °C fir 1 min
Primer rev (3 bis 9 ymol/l) 60-180 nmol/l

cDNA 0,1 pg/ul

Mit HPLC-H20 aufgefillt

Tabelle 12: gRT-PCR-Tagman® Ansatz und Bedingungen.
Ansatz und Bedingungen fir die gqRT-PCR im TagMan® Verfahren. Die Endkonzentrationen der Primer

sind angegeben, sofern konstant; fir alle Konzentrationen s. Kapitel 3.1.6.
Das erste Verfahren ist die TagMan® Methode. Hierzu wird eine Hydrolysesonde verwendet,

die TagMan® Probe, die zu einem Teil des amplifizierten Genabschnittes homolog ist und am
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5'-Ende mit einer fluoreszierenden FAM™-Farbstoffmarkierung, dem Reporter, gebunden ist.
Am 3‘-Ende der TagMan® Probe befindet sich ein Quencher, der die Fluoreszenz des FAM-
Farbstoffs unterdriickt, solange sie sich in rdumlicher Nahe zueinander befinden. Im Verlauf
der Elongation wird die Sonde mittels der endogenen Nukleaseaktivitat der Tag-Polymerase
am 5‘-Ende geschnitten und so der fluoreszierende Farbstoff des Reporters freigesetzt. So
kann der amplifizierte Genabschnitt quantifiziert werden und wird anhand des Cr-Wertes
abgelesen, der beschreibt, in welchem Reaktionszyklus erstmalig ein exponentieller Anstieg
der Fluoreszenz aufgetreten ist.

Fur die qRT-PCR-TagMan® wurden die cDNA-Proben auf eine 96-Well-Platte pipettiert. Als
erstes wurde ein Gemisch angesetzt, welches jeweils die Primer und in einem Supermix die
DNA-Polymerasen enthielt (siehe Tabelle 12). Fur die TagMan® Messungen wurden jeweils
22,5 ul des Mastermixansatzes in die Wells pipettiert, und anschlieRend jeweils 2,5 ul von der
cDNA-Probe hinzugeflgt. Um ein Verdampfen der Probe im Gerat zu verhindern, wurde die
Platte zugeschweildt. Dann wurde die Platte fur 3 Minuten bei 338 g zentrifugiert.

Die qRT-PCR selbst erfolgte im 7500 Real Time PCR System Thermocycler mit der
zugehorigen 7500 Software. Fur den detaillierten qRT-PCR-Ansatz und die gRT-PCR-
Bedingungen siehe Tabelle 12, fur die verwendeten Primer siehe Tabelle 8.

Die Auswertung erfolgte in Excel mittels AACr-Methode '°2. Der erste Schritt entspricht ACr,
hier wird die Differenz der Ct-Werte der untersuchten Gene mit den Housekeeping-Genen
gebildet. Hierfir wurden die Gene HSD11B1, HSD11B2, NR3C1, NR3C1a und ABCB1
untersucht, als Referenz wurden die Housekeeping-Gene 18S-RNA, TBP und YWHAZ
verwendet.

Im nachsten Schritt wurden dann die unterschiedlichen Kontrollgruppen gegeneinander

ausgewertet, dieser Schritt komplettiert die AACt-Auswertung der qRT-PCR.

3.4.5 qRT-PCR-SYBR®-Green

Das zweite verwendete Verfahren ist angelehnt an die SYBR® Green-Methode. Hierbei wird
der Reaktion ein Farbstoff (SYBR-Green) hinzugefugt, der mit Bindung an doppelstrangige
DNA fluoresziert. Mit Ablauf der PCR kommt es zu einem Anstieg der DNA-Molekulle durch
die Amplifikation der Genabschnitte, sodass immer mehr doppelstrangige DNA vorliegt und
infolgedessen der SYBR-Farbstoff mehr Bindungsstellen zur Verfligung hat. Die Fluoreszenz
steigt proportional mit der doppelstrangigen DNA an.

Der SYBR Green Farbstoff bindet dabei, anders als die speziell fur jeden Primer designte
TagMan® Sonde, universell an die vorhandene doppelstrangige DNA. Der Nachteil dieser
Methode ist, dass der SYBR-Farbstoff dementsprechend unspezifischer ist und nur mit gut
designten Primern funktioniert. Die Spezifitdt der Primer kann anhand einer Temperaturkurve
kontrolliert werden. Hierbei ist entscheidend, dass in der Temperaturkurve nur ein Ausschlag

als Malstab fir ein spezifisches Amplikon vorliegt. Das SYBR-Green-Verfahren wurde
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entsprechend zwar zur Kontrolle der Primersequenzen mittels Temperaturkurve eingesetzt,
allerdings wurde aufgrund der hoheren Genauigkeit das TagMan®-Verfahren fir die
quantitativen Analysen angewandt.

Fir die gqRT-PCR-SYBR®-Green wurden die cDNA-Proben auf eine 96-Well-Platte pipettiert.
Als erstes wurde ein Gemisch angesetzt, welches jeweils die Primer und in einem Mastermix

die DNA-Polymerasen enthielt (siehe Tabelle 13).

SYBR® Green qRT-PCR

Ansatz/Well Endkonzentration gRT-PCR-
Bedingungen

GoTaq qRT-PCR Master 0,5 ug/ul 1 Zyklus: 95 °C fir

Mix 2 Min

Primer for (10 pmol/1) 0,5 pmol/l 40 Zyklen: 95 °C
fir15s

Primer rev (10 ymol/l) 0,5 pmol/l 40 Zyklen: 60 °C
fir 60 s

cDNA 0,5 pmol/l 1 Zyklus: 95 °C fir
15s

Mit HPLC-H20 aufgefillt

Tabelle 13: gRT-PCR-Ansatz und Bedingungen im SYBR®-Green Verfahren
Ansatz und Bedingungen fir die qRT-PCR im SYBR®-Green Verfahren. Die Endkonzentrationen der

Primer sind angegeben.

Bei den SYBR-Green-Versuchen wurden 19 ul des Gemisches und 1 pl der cDNA in die Wells
pipettiert. Als Negativ-Kontrolle wurde HPLC-H>O verwendet. Um ein Verdampfen der Probe
im Gerat zu verhindern, wurde die Platte zugeschweif3t. Dann wurde die Platte fur 3 Minuten
bei 338 g zentrifugiert.

Die qRT-PCR selbst erfolgte im 7500 Real Time PCR System Thermocycler mit der
zugehdrigen Software 7500 Software v2.0.6. Fur den detaillierten gqRT-PCR-Ansatz und die

gRT-PCR-Bedingungen siehe Tabelle 13, fur die verwendeten Primer siehe Tabelle 8.

3.4.6 Agarose-Gelelektrophorese

Nach Ablauf der TagMan® gRT-PCR erfolgte eine Kontrolle des Reaktionsproduktes mittels
Agarose-Gelelektrophorese. Dieses Verfahren beschreibt eine Weiterentwicklung der
Elektrophorese nach Tiselius durch Smithies 1955 in Starkegelen 3%, Es beruht darauf,
dass die DNA-Fragmente einer Probe nach ihrer Grofde aufgetrennt werden, indem ein
elektrisches Feld generiert wird, innerhalb dessen die negativ-geladenen Nukleinsduren zum
Pluspol wandern. GroRe Moleklle wandern dabei langsamer durch das Gel als kleinere
Molekdle.

Hierzu wurde ein DNA-Farbstoff (Midori Green) wahrend der Elektrophorese gebunden und
unter einer UV-Lampe visualisiert. Anhand des verwendeten Markers erfolgte die Auswertung

Uber die Anzahl und ungefdhre Basenpaarlange (bp-Lange) der Banden. Anhand der

45



Ergebnisse in der Gelelektrophorese wurde die Spezifitat der Primer Gberprift, da diese nur
einen spezifischen Genabschnitt amplifizieren sollten und sich so in jeder Probe nur DNA-
Fragmente derselben bp-Lange befinden sollten.

Es wurden 2,5%ige Agarosegele verwendet. Hierzu wurden jeweils 3,75 g Agarose in 150 ml
1x TAE durch Kochen in der Mikrowelle gel6st und anschlieBend unter Ruhren und Zugabe
von 25 pl Midori Green fur 3-5 Minuten abgekihlt. Das Gemisch wurde dann in den
Gelgiellstand gegossen, welcher Kdmme als Platzhalter fur die Probenslots enthielt, und fur
30 Minuten polymerisiert. AnschlieRend wurde das Gel in die Elektrophoresekammer tUberfuhrt
und mit 1x TAE bedeckt. Jeweils in den ersten Slot wurden 10 pl eines 100 bp Marker pipettiert,
fur die anderen Slots wurden jeweils 22 ul cDNA aus den gRT-PCR-Platten und 4,4 ul 6-fach
Probenpuffer gemischt und diese beflllt. Dann wurde fir 40 Minuten eine Spannung von 100
Volt angelegt. AnschlieBend wurden die Banden unter UV-Licht mit dem BioRad-System und
der dazugehdrigen BioDocAnalyze Software visualisiert.

Fir jeden Primer wurden mindestens zwei Proben randomisiert und auf ein Agarosegel
aufgetragen. Bei Vorliegen von mehr als einer Bande wurde das Primerset neu designt und

der neue Primer ebenfalls auf seine Spezifitat Gberprift.

3.4.7 qRT-PCR-Fehleranalyse

Da die Referenzgene (Housekeeping-Gene) als Kontrolle gelten und in der Regel in jeder
Probe mit einem &hnlichen Cr-Wert exprimiert werden sollten, wurden verschiedene
Housekeeping-Gene miteinander verglichen. Aufgrund einer weiten Streuung der
Housekeeping-Gene erfolgte eine Fehleranalyse, um den Prozess von der RNA-Isolation bis

zur gRT-PCR zu Uberprifen in mehreren, nachfolgenden Schritten.

3.4.71 Fehleranalyse: RNA-Quantifizierung und cDNA-Synthese

Jede RNA-Probe wurde zur RNA-Quantifizierung gut mit einer Pipette durchmischt und dann
14-fach auf die NanoQuant Platte™ aufgetragen, um so mdgliche Schwankungen durch die
Platte und das Photometer auszuschlieRen. Fur die anschlieRende cDNA-Synthese wurden
die Mittelwerte der so gemessenen OD260-Werte gebildet und verwendet (siehe
Kapitel 3.4.2).

AuBerdem wurde eine geeignete Konzentration der cDNA in der qRT-PCR mittels
Konzentrationsreihe (1:1, 1:5, 1:10, 1:20, 1:100,1: 1000, 1:10000 und 1:10000) bestimmt.

3.4.7.2 Fehleranalyse: Primer Design und Referenzgene

Primer, die nicht bereits im Laborbestand waren, wurden anhand bereits publizierter
Gensequenzen bestellt oder selbst designt (siehe hierfir auch Kapitel 3.1.6). Die designten
Primer wurden mittels Basic Local Alignment Search Tool (BLAST®) iberpriift und die

Ahnlichkeit verschiedener Gene abgeglichen.
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Es erfolgte eine Uberpriifung der Forward- und Reverse-Primer mittels SYBR® Green qRT-
PCR (s. 3.4.5), wobei hier vor allem die Auswertung der Schmelzkurven ausschlaggebend
war. Nur Primer mit spezifischem Ausschlag fiur das jeweilige Genfragment in der
Temperaturkurve wurden zur Durchfuhrung der endglltigen TagMan® qRT-PCR
herangezogen.

Alle verwendeten Primer wurden auRerdem im Anschluss an die TagMan® gRT-PCR anhand
der Agarose-Gelelektrophorese (s. 3.4.6) auf die Spezifitét ihrer Banden hin Gberprift. Hierbei
wurde sich das elektrophoretische Prinzip zunutze gemacht, dass Molekile anhand ihrer
GroRe in unterschiedlicher Geschwindigkeit durch das Agarosegel wandern. Da jedoch ein
spezifischer Genabschnitt in der qRT-PCR nachgewiesen werden sollte, konnte ein
spezifischer Primer nicht mehr als eine Bande in der Gelelektrophorese zeigen. Genugten die
Primer nicht den entsprechenden Anforderungen, wurden neue Primer designt und wiederum
Uberprift.

Die richtige Konzentration von Forward- und Reverse-Primer wurde fur alle noch nicht
etablierten Primer in einer Tagman® gqRT-PCR ermittelt, indem sowohl Forward- als auch
Reverse-Primer in den Endkonzentrationen 3 uM, 6 uM und 9 uM zu der cDNA hinzugegeben
wurden und die Kombination, die die wenigsten Temperaturzyklen fir eine exponentielle
Amplifikation (geringster Cr-Wert) zeigte, wurde dann entsprechend weiterverwendet.

Es erfolgte die Auswahl geeigneter Housekeeping-Gene anhand der Analyse durch die
Software gBase+. Diese ermittelt anhand des geNorm Algorhythmus die Stabilitdt der
Genexpression M, in dem es verschiedene Housekeeping-Gene vergleicht. In einem zweiten
Schritt analysiert geNorm anhand der paarweisen Varianz V, ob ein oder mehrere
Housekeeping-Gene in der Analyse hinzugezogen werden sollen. Der vom Programm
vorgeschlagene Cut-Off-Wert ist 0,15.

3.5 Proteinanalytische Methoden

3.5.1 Protein-Isolation

Die Proteine wurden Uber eine SDS-Gelelektrophorese und einen anschlielienden Western
Blot analysiert. Hierzu wurden zuerst die Proteine aus dem Plazentagewebe isoliert.

Fir die Protein-Isolation wurde jeweils eine kleine Probe (ca. 200 mg) entnommen, hierbei
wurde das villése Plazentagewebe mittig zwischen Nabelschnur und Plazentarand verwendet
(B-villés). Jede Probe wurde mit 500 pl modifiziertem RIPA-Puffer versetzt und danach mit
einem Morser zerkleinert. Es folgte mit dem Ultraschall-Homogenisator Sonopuls® eine
Sonifizierung fiir circa 60 Sekunden (als Einstellungen erfolgte 50 % Energie und 3x 10 %
Zyklus) und anschlie3end eine einstindige Inkubation auf Eis. Dann wurde die Probe bei +4 °C
fir 5 Minuten bei 18407 g in der Zentrifuge 5424 R zentrifugiert. Der Uberstand, der nun die
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Proteine enthielt, wurde abpipettiert, in ein neues Gefaly Uberfiihrt und bei -80 °C bis zur

weiteren Verwendung aufbewabhrt.

3.5.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Proteinkonzentration wurde mithilfe von Bicinchoninsdure mittels Pierce® BCA Protein Kit
gemessen, um in der folgenden SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese vergleichbare
Proteinmengen auftragen zu kdénnen. Die Proteinlysate wurden mit RIPA-Puffer im Verhaltnis
1:20 verdunnt. Es wurde eine Verdlinnungsreihe aus BSA (2mg/ml, 1 mg/ml, 0,5 mg/ml,
0,25 mg/ml, 0,125 mg/ml, 0,0625 mg/ml) sowie RIPA-Puffer als Leerwert verwendet. Jeweils
10 pl der Probe oder des Standards wurden in Doppelbestimmung auf eine 96-Well-Platte
aufgetragen. Es erfolgte die Mischung der Reagenzien des Protein Kits im Verhaltnis 50:1
(Reagenz A : Reagenz B). Anschliellend wurde von diesem Diluent jeweils 200 pl auf die
96-Well-Platte gegeben. Es folgte eine 30-minutige Inkubation bei 37 °C und dann wurde die
optischen Dichte bei 562 nm im Nano Quant Infinite® M200 Pro gemessen.

Die Proteinkonzentration wurde anhand der BSA-Standardreihe ermittelt. Hierzu wurden erst
die Mittelwerte der Doppelbestimmungen gebildet, der Mittelwert des Leerwertes abgezogen
und die Proben spater wieder mit 20 (Verdunnungsfaktor) multipliziert. Anhand der

Verdinnungsreihe wurde dann die Konzentration berechnet.

3.5.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung und Analyse der Proteine wurde eine diskontinuierliche SDS-PAGE nach
Laemmli durchgefiihrt '*°. Die Proben durchliefen zuerst ein Sammelgel, um die Proteine auf
eine Lauffront zu fokussieren und wurden anschliefend im Trenngel aufgetrennt. Durch die
Bindung von SDS an die Proteine wurden diese negativ geladen und mit Hilfe einer Hitze-
Denaturierung und B-Mercaptoethanol vollstandig entfaltet. Die Proteine wandern so mittels
Elektrophorese durch ein Polyacrylamid-Gel und trennen sich entsprechend ihrem
Molekulargewicht auf.

Fur die Herstellung des Polyacrylamid Gels wurde das SDS-PAGE-Gelsystem sowie Spacer
von Peglab verwendet. Aufgrund der begrenzten Anzahl der Probentaschen n = 36 wurden
aus dem Patientinnen-Kollektiv innerhalb der Analyse-Gruppen Stichproben mit Microsoft®
Excel randomisiert.

Es wurden jeweils 20 bis 30 ug Protein auf 8 pl VE-Wasser aufgefullt und mit 2 ul 5-fach
Probenpuffer gemischt. Das Gemisch wurde fur 10 Minuten bei 70 °C denaturiert und
anschlielend mit Hilfe von Kapillarpipettenspitzen in die Probentaschen des Sammelgels
pipettiert. Bei dem Antikdrper p-GP entfiel dieser Koch-Schritt gemal den Herstellerangaben
von Abcam. Als GroRenstandard dienten der PageRuler™ Prestained Protein Ladder. Die
Elektrophoresekammer wurde mit 1-fach Laemmli-Puffer aufgefllt. Es wurde eine Spannung

von 80 V im Sammelgel angelegt und die Spannung wurde auf 120 V erhoht, sobald die
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Probenlauffront das Trenngel erreichte. Kurz bevor die Lauffront das Ende des Gels erreichte,
wurde die Elektrophorese beendet.

Fir die Konzentrationen des Sammelgels und der Trenngele siehe Tabelle 14.

Bezeichnung Sammelgel
Acrylamid 51 %
Sammelgelpuffer 65 mmol/l
pH 6,8

SDS 0.1 %

APS 0.1 %
TEMED 0.1 %

ad H20

Bezeichnung

Trenngel 8 %

Trenngel 10 %

Trenngel 12 %

Acrylamid 8 % 10 % 12 %
Trenngelpuffer 375 mmol/l 375 mmol/l 375 mmol/l
8,8

SDS 0.1 % 0.1 % 0.1 %
APS 0.1 % 0.1 % 0.1 %
TEMED 0,06 % 0,04 % 0,04 %

ad H20

Tabelle 14: Zusammensetzung von Sammelgel und Trenngel in der SDS-PAGE.

Das Sammelgel wurde fiir jeden Western Blot verwendet, die Konzentrationen der Trenngele war
abhangig von der Grofie der nachzuweisenden Proteine. So wurden das 8 %-ige und das 12 %-ige
Trenngel bei dem Nachweis von ABCB1 verwendet, das 10 %-ige Trenngel bei den anderen Proteinen.

3.5.4 Western Blot

Fur die weitere Analyse der aufgetrennten Proteine wurde ein Western Blot durchgefihrt.
HierfUr wurden die Proteine durch Anlegen eines elektrischen Feldes auf eine Whatman®
Nitrocellulose-Membran Ubertragen. Die elektrophoretische Auftrennung bleibt hierbei
erhalten. Im Anschluss kénnen mithilfe von spezifischen Antikdérpern einzelne Proteine
sichtbar gemacht und quantifiziert werden.

Als erstes wurde die Nitrocellulose-Membran sowie die Filterpapiere auf eine passende Grole
geschnitten, anschlieRend wurde die Nitrocellulose-Membran aktiviert, in dem sie fur eine
Minute in VE-Wasser gelegt wurde.

Die Blotkammer wurde mit dem Towbin Puffer angefeuchtet und auf 2 Filterpapiere wurden
die Nitrocellulose-Membran und dann das proteinhaltige Trenngel gefolgt von 2 weiteren
Filterpapieren gestapelt. Es wurde fiir 2 Stunden eine Stromstarke von 1,3 mA/cm? (bzw.
1,4 mA/cm?fir p-GP aufgrund seiner GroRe > 100 kDa) angelegt, sodass die Ubertragung der
negativ geladenen Proteine aus dem Trenngel auf die Nitrocellulose-Membran erfolgte. Es

erfolgte eine Farbung des Gesamtproteins zur Uberpriifung der Protein-Ubertragung mittels
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0,2 % Ponceau S-Lésung, bevor die Membran anhand des ProteingréRen-Markers fur die
jeweilige Analyse zurechtgeschnitten wurde. Hierfir wurde die Membran fir 2 Minuten mit
Ponceau-L6sung inkubiert und die Membran anschlieRend 3-malig in VE-Wasser gewaschen
und im Imager ChemiDoc XRS+ System visualisiert. Im Anschluss wurde die Membran fur
1 Stunde mit einer Blockierldsung aus TBST sowie 5 % Milchpulver und 2 % BSA blockiert,
um eine unspezifische Bindung von Proteinen zu verhindern. Anschlie®end erfolgte die
Inkubation mit dem Primarantikdrper, mit dem jeweils ein spezifisches Protein nachgewiesen
werden sollte, fir 30 Minuten bei Raumtemperatur und dann Uber Nacht bei +4 °C auf einem
Schuttler. Nach 3-maligem Waschen in TBST wurde am nachsten Tag die Membran im
Sekundarantikorper fur 60 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieRend erneut
3-malig mit TBST gewaschen. Genaue Angaben zu den verwendeten Antikdrpern sind in
Tabelle 7 beschrieben.

Fir die Entwicklung der Membranstreifen wurden die ECL-Reagenzien nach Anleitung 1:1
gemischt und auf den jeweiligen Membranstreifen fir 60 Sekunden einwirken gelassen. Die
Visualisierung erfolgte mit dem Imager ChemiDoc XRS+. Die Auswertung des Western Blots
erfolgte anhand der Software Image Lab™ Version 6.1.0), indem eine densitometrische
Ausmessung der einzelnen Banden erfolgte. Die weitere Analyse erfolgte dann mittels
Microsoft® Excel, in dem die Intensitat der untersuchten Proteinbanden mit der Bande des
Referenzproteins differenziert und nach untersuchten Gruppen ausgewertet wurde.

Nach Austestung einiger Haushaltsproteine (HPRT, GAPDH, a-Tubulin und B-Aktin) wurde

B-Aktin als geeignetes Referenzprotein verwendet.

3.5.5 Stripping

Nach der Visualisierung wurde die Membran bei Bedarf mit einem weiteren Antikoérper
inkubiert.

Nach 3-maligem Waschen der Membran mit TBST fur jeweils 10 Minuten, wurde hierfur der
Stripping-Puffer mit p-Mercaptoethanol angesetzt und die Membran fur 25 Minuten im
Wasserbad bei 56 °C inkubiert. Nach erneutem 3-maligen Waschschritt mit TBST erfolgte vom
2-stindigen Blockieren der Membran bis zur Visualisierung im Imager ChemiDoc XRS+ und
der Auswertung anhand der Software Image Lab™ (Version 6.1.0) dasselbe Vorgehen wie

unter 3.5.4 beschrieben.

3.6 Statistische Auswertung

Die klinischen Daten der Studienkohorte wurden anhand der Software IBM® SPSS Statistics
statistisch ausgewertet. Eine statistische Beratung wurde durch das Institut fUr medizinische
Statistik und Bioinformatik der Universitat zu KoIn durchgefunhrt.

Metrische Daten wurden zundchst mit dem Shapiro-Wilk-Test auf Normalverteilung

untersucht. Zusatzlich erfolgte eine Testung auf Varianzgleichheit nach Levene. Bei
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normalverteilten, varianzgleichen Daten erfolgte eine ANOVA zur Testung der 3 Gruppen nach
BMI und GDM. Die Gruppen wurden dann aufgrund der teils ungleichen Stichprobengrofie mit
einem Hochberg-Test naher untersucht. Die Ergebnisse werden mit Mittelwert und einer
Standardabweichung angegeben.

Bei nicht-normalverteilten oder nicht-varianzgleichen Daten wurde ein Kruskal-Wallis-Test und
anschlieRend ein Hochberg-Test verwendet. In diesem Fall sind der Median und der
Interquartilsabstand angegeben.

Qualitative Daten werden prozentual in der untersuchten Gruppe angegeben und nach Chi-
Quadrat-Test ausgewertet. Die Erstellung der Grafiken zu klinischen Daten erfolgte ebenfalls
mit der Software IBM® SPSS Statistics.

Die statistische Auswertung der praktischen Versuche der gqRT-PCR erfolgte mittels
Microsoft® Excel und der AACt-Methode, der Kruskal-Wallis-Test wie auch, falls erforderlich,
der Hochberg-Test erfolgte anhand der Software IBM® SPSS Statistics. Die graphische
Darstellung erfolgte mit GraphPad Prism.

Die Auswertung der praktischen Versuche im Western Blot erfolgte mittels Microsoft® Excel,
die graphische Darstellung und Signifikanztestung wie auch die graphische Darstellung der
Parameter maternales und fetales Cortisol erfolgte mit GraphPad Prism.

Es wurde mithilfe des GraphPad QuickCalcs Outlier Detectors ein Grubbs-Test auf statistische
Ausreil3er durchgefuhrt und gegebenenfalls maximal ein signifikanter AusreilRer von der
Auswertung exkludiert.

In SPSS erfolgte ein Shapiro-Wilk-Test auf Normalverteilung. Es erfolgte ein ANOVA bei
normalverteilten Daten bzw. ein Kruskal-Wallis-Test bei nicht-normalverteilten Daten. Zur
weiteren Siginifikanztestung in GraphPad wurde ein Hochberg-Test herangezogen.

Als Signifikanzniveau a wurde in allen Analysen a<0,05 verwendet, ab einem
Signifikanzniveau von a < 0,01 wurde das Ergebnis als hochsignifikant gewertet und die
Ergebnisse in Tabellen und Grafiken entsprechend mit einem (a < 0,05) oder zwei Sternen

(a =0,01) gekennzeichnet.
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4. Ergebnisse

In der dieser Dissertationsschrift zugrunde liegenden Studienpopulation wurden insgesamt
147 Frauen und ihre Einlinge eingeschlossen.

Es wurde nach der Hohe des BMI und dem Vorliegen eines GDM in entsprechende Gruppen
unterteilt. Gruppe | beschreibt die normalgewichtigeren Schwangeren ohne GDM (NG -),
Gruppe Il Ubergewicht ohne Vorliegen eines GDM (UG -) und Gruppe Ill die tibergewichtigen
Schwangeren mit GDM (UG + GDM).

4.1 Beschreibung der Studienkohorte
Die Beschreibung der Studienkohorte wurde zur besseren Ubersicht in maternale, plazentare

und neonatale Daten unterteilt.

4.1.1 Studienpopulation — Maternale Daten

Das mittlere Alter aller 147 Patientinnen lag bei 34 Jahren und unterschied sich in keiner der
Untersuchungsgruppen signifikant. Die mittlere Gestationsdauer in der gesamten
Studienkohorte lag bei 39,1 Schwangerschaftswochen und es ergab sich ebenfalls kein
signifikanter Unterschied nach den ausgewerteten Gruppen [, Il und lll.

Ein signifikanter Unterschied bestand in der Graviditat und Paritat (Graviditat p = 0,21; Paritat
p=0,14). Eine hbhere Graviditat bestand bei den Ubergewichtigen Gruppen Il und Il
gegenuber der normalgewichtigen Gruppe I. Eine erhdhte Paritat zeigte sich zwischen den
Gruppen | (NG -) und Il (UG -).

Der mittlere BMI vor der Schwangerschaft in der gesamten Studienkohorte lag bei 26,7 kg/m?
und unterschied sich signifikant zwischen den untersuchten Gruppen. In Gruppe | lag der
mittlere BMI bei 21,7 kg/m?, in Gruppe |l bei 28,6 kg/m? und in Gruppe Ill bei 32,0 kg/m?
(p <0,001).

Die empfohlene Gewichtszunahme der WHO im Laufe der Schwangerschaft unterscheidet
sich gemall dem BMI zu Beginn der Schwangerschaft. Wahrend normalgewichtigen
Schwangeren eine Gewichtszunahme von 11,5-16 kg empfohlen wird, gilt fir Gbergewichtige
Frauen 7-11,5 kg und fir adipése Frauen 5-9 kg empfohlene Gewichtszunahme*®. Die
Gewichtszunahme in dieser Kohorte lag im Median bei 12,2 kg. Es zeigte sich kein signifikanter
Unterschied zwischen der normalgewichtigen Gruppe | mit 13,2 kg mittlerer Gewichtszunahme
sowie der Ubergewichtigen Gruppe Il mit 11,6 kg zu der Ubergewichtigen, diabetischen Gruppe
Il mit einer Gewichtszunahme von 10,9 kg.

Das Auftreten eines GDM unterschied sich signifikant nach dem BMI zwischen den Gruppen |
und Il bzw. Il und Il (p < 0,001), dieser Unterschied war aufgrund der Gruppendefinition zu
erwarten.

Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der Alltagsbewegung. Im Sportverhalten

wahrend der Schwangerschaft zeigte sich ein signifikanter Unterschied (p = 0,008), so zeigte

52



sich in der Kategorie ,kein Sport* ein geringerer Anteil in Gruppe | zu Gruppe lll. Insgesamt
zeigte sich ein signifikanter Unterschied in der Dauer der beruflichen Beschaftigung
(p = 0,004), so arbeiteten Schwangere der normalgewichtigen Gruppe | insgesamt langer als

die anderen Gruppen Il und Ill.

NG- UG- UG+GDM
alle
(n = 147) Gruppe | | Gruppe Il | Gruppe lll |p
(n=56) |(n=49) |(n=42)
Alter [Jahre] Median £ IQR 347 34 +£5,5 357 3257 n.s.
BMI vor SS [kg/m?] Median £ IQR 26,7+9,5 (21,7+£29 [286+5,7 [32%9 [ #A
A Gewicht [kg] Median £ IQR 1227 13,257 |116+6,6 |109+7,1 |n.s.

SSW als Kommazahl Median £ IQR 39,1+0,7 |392+0,7 |39,1+0,7 |39,3+0,7 |ns.

Gravida Median £ IQR 2+1 2+2 32 2+1 | #
Para inkl. aktuelle SS Median + IQR 22 21 21 22 /
GDM Anzahl abs. (rel.) |42 (29 %) |0 (0 %) 0 (0 %) 42 (100 %)
— - Diat Anzahl abs. (rel.) [13 (9 %) 13 (31 %) | ***
- Insulin Anzahl abs. (rel.) |29 (20 %) 29 (69 %) |#"
kein GDM  Anzahl abs. (rel.) | 105 (71 %) | 56 (100 %) | 49 (100 %) | 0 (0O %)
MW £ SD 71,7+12,8|704+12 |67,7+11,2|77,5£13,6 | *
Mat. Glukose [mg/dl] A
Anzahl 97 34 33 30 #
Median £ IQR 54+05 |52+05 |54+£05 (5606 |#
Mat. HbA1c [ %] A
Anzahl 120 45 42 33 #

Tabelle 15: Ubersicht iiber die maternalen Stammdaten.

Dargestellt sind die wichtigsten maternalen Stammdaten nach den untersuchten Gruppen. Gruppe |
beschreibt hierbei eine Normalgewichtige Schwangere ohne GDM (NG-), Gruppe Il beschreibt die
Ubergewichtigen Schwangeren ohne GDM (UG-), in Gruppe Il werden die ibergewichtigen
Schwangeren mit GDM abgebildet (UG+GDM). Fir eine ausfihrliche Beschreibung der
Studienkohorte siehe Kapitel 4.1.1.

In der rechten Spalte wird die Signifikanz aus der ANOVA mit Mittelwert (MW) und
Standardabweichung (SD) bzw. dem Kruskal-Wallis-Test mit Median und Interquartilsabstand (IQR)
angegeben, bei nominalen und ordinalen Daten erfolgte ein Chi-Quadrat-Test, hierbei gilt p > 0,05
nicht signifikant (n.s.), * entspricht 0,01 < p < 0,05, ** entspricht 0,001 < p <0,01, *** entspricht
p <0,01. Als Post-hoc-Test der metrischen Daten wurde ein Hochberg-Test durchgefiihrt, eine
Signifikanz wird anhand dieser Zeichen angegeben: / Gruppe | zu ll; # Gruppe | zu lllI; » Gruppe Il zu
1

Der letzte im Mutterpass notierte Blutdruck in der Schwangerschaft wurde ebenfalls
ausgewertet. Weder der diastolische noch der systolische Blutdruck zeigte sich nach den
untersuchten Gruppen signifikant.

Weiterhin wurden die Glukose-Werte aus dem Nichtern-Plasma peripartal vor Sectio

bestimmt. Hier zeigte sich ein signifikanter Unterschied (p = 0,03), dieser bestand nach

Vorliegen eines GDM zwischen den Ubergewichtsgruppen Il und I, bei einem mittlerem
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Nuchternwert von 67,7 mg/dl ohne GDM (Gruppe Il) im Vergleich zu einem Nuchternwert von
77,5 mg/dl mit GDM (Gruppe IlI).

Die HbA1c-Werte wurden beim Aufklarungstermin circa eine Woche vor geplanter Sectio
durch das Zentrallabor der Uniklinik Koln bestimmt. Hier zeigte sich ein steigender HbA1c mit
Ubergewicht und Vorliegen eines GDM, ein signifikanter Unterschied bestand zwischen den
Gruppen | bzw. Il im Vergleich zu Gruppe Il (p = 0,002). Fir eine tabellarische Ubersicht der

Parameter siehe Tabelle 15.

4.1.2 Studienpopulation — Plazentare Informationen
Das mittlere Gewicht der untersuchten Plazenten betrug 674 g. Es unterschied sich in keiner
der untersuchten Gruppen signifikant. Eine tabellarische Ubersicht ist unter Tabelle 16 zu

finden.

NG- UG- UG+GDM
Gruppe | Gruppe Il | Gruppe lll |p
(n =56) (n=49) (n=42)

Plazentagewicht [g] Median £ IQR 674 £189 |664 £145 |674 £256 |709 =207 |n.s.

alle
(n =147)

Tabelle 16: Ubersicht iiber die plazentaren Stammdaten.
Dargestellt sind die wichtigsten plazentaren Stammdaten nach den untersuchten Gruppen. Gruppe

| beschreibt hierbei eine Normalgewichtige Schwangere ohne GDM (NG -), Gruppe |l beschreibt die
Ubergewichtigen Schwangeren ohne GDM (UG -), in Gruppe Il werden die Ubergewichtigen
Schwangeren mit GDM abgebildet (UG + GDM). Fir eine ausflihrliche Beschreibung der
Studienkohorte siehe Kapitel 4.1.2. In der rechten Spalte wird die Signifikanz des Kruskal-Wallis-
Tests angegeben, hierbei gilt p > 0,05 nicht signifikant (n.s.).

4.1.3 Studienpopulation — Fetale Daten

Im Folgenden soll eine Ubersicht Uber die fetalen Stammdaten gegeben werden, eine
tabellarische Ubersicht ist in Tabelle 17 dargestellt.

In der zugrunde liegenden Studienkohorte wurden alle 74 mannlichen und 72 weiblichen
Kinder lebend geboren. Bei einem lebend geborenen Kind konnte das Geschlecht anhand der
erhobenen Daten nicht eindeutig nachvollzogen werden (unterschiedliche Angaben in
Mutterpass und Geburtsbericht). Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede der
untersuchten Gruppen beziiglich des fetalen Geschlechts.

Die unmittelbar postpartal untersuchten Neugeborenen zeigten keine signifikanten
Unterschiede im nach 5 und 10 Minuten erhobenen APGAR-Score. Der 10’ APGAR lag bei
allen Neugeborenen bei mindestens 7 von 10 Punkten. Der Nabelschnur-pH lag im Median
bei 7,32 und unterschied sich nicht zwischen den untersuchten Gruppen | bis Ill. Es gab in
zwei Fallen eine leichte Azidose des Nabelschnur-pHs mit einem Minimum von 7,16 bzw. 7,18,
zu diesen kam es in den Gruppen | und Ill, andere Entgleisungen des Nabelschnur-pHs gab
es nicht.

Eine weitere postpartale Beobachtung erfolgte im Rahmen der Studie nicht, da die

Neugeborenen nicht Uber den Kreissaal hinaus erfasst wurden. Sofern im Geburtsprotokoll
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erfasst, ergaben sich jedoch keine signifikanten Unterschiede in der postpartalen Adaption,
weder respiratorisch noch beim Vorliegen von Hypoglykdmien nach den untersuchten

Gruppen.

Die Neugeborenen unterschieden sich mafigeblich in den biometrischen Daten Kopfumfang,
Geburtsgewicht und Geburtslange und deren Einschatzung nach Perzentilen nach Héhe des
maternalen BMI und Vorliegen eines GDM.

Dies deckt sich mit den Ergebnissen zahlreicher Studien, dass mit steigendem BMI bzw.
Vorliegen eines GDM vor allem die fetalen Parameter Geburtsgewicht, Kopfumfang und damit
einhergehend auch die Wahrscheinlichkeit fur eine Schulterdystokie und weiteren
Geburtskomplikationen steigt '>'%°.

Das mittlere Geburtsgewicht lag bei 3498 g. Im Vergleich zur normalgewichtigen Gruppe | mit
3371 g und der Ubergewichtigen, nicht diabetischen Gruppe Il mit 3409 g zeigte sich ein
deutlich erhdhtes Geburtsgewicht in der Ubergewichtigen, diabetischen Gruppe Il mit 3771 g
(p <0,001).

Die Einordnung der Perzentile, die neben dem absoluten Geburtsgewicht auch die
Gestationsdauer und das Geschlecht berlcksichtigt, ergab im Median Uber die gesamte
Studienpopulation ein Geburtsgewicht auf der 55. Perzentile. Es zeigte sich ein signifikanter
Unterschied zwischen den Gruppen |, mit einem Geburtsgewicht auf der 42. Perzentile, und
II, mit einem Geburtsgewicht auf der 52. Perzentile, zur diabetischen, Ubergewichtigen Gruppe
Il auf der 75. Perzentile (p < 0,001).

Die Betrachtung eines Geburtsgewichts tber 4500 g wird in der Leitlinie GDM unter anderem
zur Wahl des Geburtsmodus empfohlen 2. Es ist bekannt, dass ein erhéhtes Risiko fiir ein
erhdhtes Geburtsgewicht und Makrosomie unter GDM vor allem in schlechter therapeutischer

Einstellung besteht '°71%®

. In dieser Kohorte zeigte sich insgesamt bei 17 Kindern ein
Geburtsgewicht Uber 4 kg, das entspricht 12 %. Es zeigte sich haufiger eine Makrosomie bei
Vorliegen eines GDM (p = 0,012), so unterschieden sich die Gruppen | mit 5 % und Ill mit 24 %
signifikant.

Als Alternative der Einschatzung eines zu hohen Geburtsgewichts anhand einer absoluten
Zahl wie bei der Makrosomie gibt es auch noch die Perzentilen-gerechte Einschatzung eines
LGA. Hier gilt ein Geburtsgewicht Gber der 90. Perzentile als LGA und Uber der 97. Perzentile
als VLGA (very Large for Gestational Age). Hier zeigte sich ein signifikanter Unterschied
zwischen den untersuchten Gruppen | bzw. Il gegenuber der Ubergewichtigen, diabetischen
Gruppe lll, in der sich haufiger ein (v)LGA zeigte (p = 0,002). Die mittlere Geburtslange der
Studienpopulation insgesamt betrug 52 cm und befand sich auf der 57. Perzentile. Mit dem

maternalen Gewicht und Vorliegen eines GDM stieg die mittlere Korperlange von 51 cm
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(Gruppe ) auf 53 cm (Gruppe Ill) an, dieser Effekt zeigte sich zwischen den Gruppen | bzw.

im Vergleich zu Gruppe lll statistisch signifikant (p < 0,001).

alle NG - UG - UG+GDM
(n = 147) Gruppe | Gruppe Il | Gruppe lll |p
- (n = 56) (n = 49) (n=42)
Anzahl abs. (rel.) |74 (51 %) |26 (47 %) |25 (51 %) |23 (55 %)
Geschlecht n.s.
Anzahl abs. (rel.) |72 (49 %) |29 (53 %) |24 (49 %) |19 (45 %)
Md £ IQR 7,32+0,05|7,34 +£0,07|7,33+0,06|7,32+0,05
Nabelschnur-pH n.s.
Anzahl 145 54 49 42
Geburtsgewicht [g] MW + SD 3498 + 486 | 3371 £432| 3409 £ 504 | 3771 £ 431 4 A
PEDS Md £ IQR 545+50 |42+54 52 + 47 75,5 +44 4 A
SGA Anzahl abs. (rel.) [ 10 (6 %) 5(9 %) 5(10 %) |0 (0 %)
- davon vSGA Anzahl abs. (rel.) |5 (3 %) 3 (5 %) 3 (6 %) 0 (0 %)
AGA Anzahl abs. (rel.) | 118 (80 %) | 47 (84 %) |40 (82 %) |31 (74 %) 4 A
LGA Anzahl abs. (rel.) |19 (13 %) |4 (7 %) 4 (8 %) 11 (26 %)
- davon vVLGA Anzahl abs. (rel.) {10 (7 %) 2 (4 %) 2 (4 %) 6 (14 %)
nein  Anzahl abs. (rel.) | 130 (88 %) | 53 (95 %) |45 (92 %) |32 (76 %) |*
Makrosomie /
ja Anzahl abs. (rel.) |17 (12 %) |3 (5 %) 4 (8 %) 10 (24 %)
Geburtslange [cm] Md £ IQR 52+4 51+3 52+3 53+3 4 A
PEDS Md % IQR 57 + 54 50 £ 53 46 + 47 75,5 + 31 4 A
Kopfumfang [cm] Md = IQR 355+15 [355+15 3552 36,52 4 A
MW + SD 61,7+12,7|60,9+13,3|60+ 10,2 |64,6+13,8
fet. Glukose [mg/dl] n.s.
Anzahl 117 46 36 35
Md £ IQR 104+£72 |91+6,8 |95+£6,7 [14417,4 |
fet. Insulin [mU/I] A
Anzahl 134 52 44 38 #

Tabelle 17: Ubersicht iiber die fetalen Stammdaten.

Dargestellt sind die wichtigsten fetalen Stammdaten nach den untersuchten Gruppen. Gruppe |
beschreibt hierbei eine normalgewichtige Schwangere ohne GDM (NG-), Gruppe Il beschreibt die
Ubergewichtigen Schwangeren ohne GDM (UG-), in Gruppe lll werden die Ubergewichtigen
Schwangeren mit GDM abgebildet (UG+GDM). Fir eine ausfihrliche Beschreibung der
Studienkohorte siehe Kapitel 4.1.3. In der rechten Spalte wird die Signifikanz aus der ANOVA mit
Mittelwert (MW) und Standardabweichung (SD) bzw. dem Kruskal-Wallis-Test mit Median und
Interquartilsabstand (IQR) angegeben, bei nominalen und ordinalen Daten erfolgte ein Chi-Quadrat-
Test. Hierbei gilt p> 0,05 nicht signifikant (n.s.), * entspricht 0,01 <p<0,05, ** entspricht
0,001 < p=<0,01, *** entspricht p<0,01. Als Post-hoc-Test der metrischen Daten wurde ein
Hochberg-Test durchgefihrt, eine Signifikanz wird anhand dieser Zeichen angegeben: / Gruppe | zu
II; # Gruppe | zu lll; » Gruppe 1l zu llI
SGA Small for Gestational age, vSGA very Small for Gestational age, AGA Appropiate for
Gestational Age, LGA Large for Gestational Age, vLGA very Large for Gestational Age
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Es zeigte sich ein Anstieg der Geburtslangenperzentile vor allem bei Vorliegen eines GDM
von 50 (Gruppe 1) bzw. 46 (Gruppe Il) auf 72 in der diabetischen, Ubergewichtigen Gruppe I
(p < 0,001). Der Kopfumfang zeigte sich mit 36,5 cm ebenfalls erhdht bei Zugehdrigkeit zur
Ubergewichtigen, diabetischen Gruppe Il gegenlber der normalgewichtigen Gruppe | und der
ubergewichtigen Gruppe Il mit jeweils 35,5 cm (p = 0,011).

Die fetale Glukose zeigte sich unmittelbar postpartal im Nabelschnurblut bei Vorliegen von
Ubergewicht und eines GDM héher, dieser Effekt war jedoch nicht signifikant. Das fetale
Insulin zeigte sich signifikant hoher bei Vorliegen eines GDM (Gruppe | bzw. Il im Vergleich zu
Gruppe 11l p < 0,001).

4.2 Cortisol

4.2.1 Maternale Cortisolspiegel

95 maternale Plasma-Proben wurden auf die Hohe des Gesamt-Cortisols durch das
Zentrallabor der Uniklinik Koln untersucht. Als Referenzwert gilt hier bei einem nicht
schwangeren Erwachsenen bei morgendlicher Blutentnahme ein Bereich von 62 bis 194 ugl/l.
In der Schwangerschaft sind die maternalen Cortisolspiegel physiologisch erhoht 313435,
Bereits publizierte Daten bestatigen einen bis zu dreifachen Anstieg des maternalen Serum-

Cortisols im Laufe der Schwangerschaft ',

Maternale Cortisolspiegel nach BMI und GDM

5007 | * -

400+

300+

2001

100+

Maternales Cortisol [ug/l]

NG- UG- UG+GDM
Abbildung 7: Maternale Cortisolspiegel nach BMI und GDM.

Das maternale Cortisol in pg/l wurde am Morgen vor Sectio caesarea ermittelt. Es zeigt sich eine
Verringerung des Cortisolspiegels im Vergleich der Gruppen Normalgewicht ohne GDM (Gruppe |,
NG-) und Ubergewicht mit GDM (Gruppe lIl, UG+GDM) (p = 0,037; Post-hoc p = 0,047).

Die Gruppengrée n betragt bei NG- n = 34; UG- n = 31; UG+GDM n = 30. Die Darstellung erfolgt
als Median mit IQR (Fehlerbalken), die Signifikanztestung erfolgte mittels Kruskal-Wallis- bzw. einem
Hochberg-Test; * p < 0,05.

In der untersuchten Kohorte lag der Cortisolspiegel am Morgen vor der Sectio caesarea im
Median bei 281,0 ug/l. Somit ergibt sich in dieser Arbeit ein (Referenz-) Bereich flr das

maternale Cortisol (mit 95% aller Werte) zwischen 149 - 478 ug/l. Es zeigte sich ein niedrigerer
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Cortisolspiegel bei den Ubergewichtigen, diabetischen Schwangeren der Gruppe Ill mit
250 pg/l im Vergleich zu NG-Gruppe | mit 312 ug/l. (p = 0,037; Post-hoc p = 0,047 Gruppe | zu
III; s. Abbildung 7).

Die maternalen Cortisolspiegel zeigten sich in Abhangigkeit des maternalen BMI signifikant

reduziert im Sinne einer negativen Korrelation (r = -0,329, p = 0,001; s. Abbildung 8).

Korrelation zwischen maternalem
Cortisol und BMI
600 o

500
400
300

200

Mat. Cortisol [pg/1]

100

0 T T T T T
10.0 20.0 30.0 40.0 50.0 60.0

Prapartaler BMI [kg/m ]

Abbildung 8: Maternale Cortisolspiegel nach BMI.

Es zeigt sich eine negative Korrelation (r =-0,329, p = 0,001) zwischen maternalem Cortisolspiegel
in ug/l und dem maternalen, prapartalen BMI in kg/m?. Es werden n = 95 Probendargestellt, wobei
jede Probe einen Punkt im Diagramm darstellt. Die Korrelation und Signifikanztestung erfolgte mittels
Korrelationskoeffizient nach Spearman.

4.2.2 Fetale Cortisolspiegel

Der fetale Cortisolspiegel wurde mittels Blutentnahme aus der Nabelschnur nach Abnabelung
des Fetus bestimmt. Fur die Bestimmung des Cortisolspiegels aus Nabelschnurblut lag kein
eigener Referenzbereich des Zentrallabors zum Vergleich vor. Der padiatrische Grenzwert fir
das morgendliche Cortisol bei Kindern und Jugendlichem liegt wie beim Erwachsenen
zwischen 62 - 194 ug/l (bzw. 6,2 - 19,4 ug/dl). Inwieweit sich dieser auf den Cortisolspiegel im
Nabelschnurblut anwenden Iasst, ist unklar.

Der Cortisolspiegel des Neugeborenen im Nabelschnurblut lag in dieser Kohorte bei insgesamt
130 Proben bei 36,0 pg/l im Median (IQR = 19,0 pg/l). Damit ergibt sich in dieser Arbeit ein
Referenzwert fur das neonatale Cortisol (95% aller Werte) zwischen 20 - 90 ug/I.

Der Vergleich der Gruppen nach BMI sowohl mit GDM als auch ohne diesen ergab keine
signifikanten Unterschiede (s. Abbildung 9). Anders als der maternale Cortisolspiegel schien
der fetale Cortisolspiegel postnatal weder durch den maternalen BMI noch durch das Vorliegen
eines GDM beeinflusst, sondern erscheint von diesen Faktoren postnatal weitgehend

unbeeinflusst.
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Eine mogliche Korrelation zwischen den maternalen und fetalen Cortisolspiegeln wird im

nachsten Abschnitt beleuchtet.

Fetales Cortisol nach BMI und GDM

601
501
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304
201

101

Fetales Cortisol [ug/l]

0+
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Abbildung 9: Fetale Cortisolspiegel nach maternalem BMI und GDM.

Das fetale Cortisol in pg/l wurde aus dem Nabelschnurblut ermittelt, die Darstellung erfolgt als Median
mit IQR (Fehlerbalken); zur Signifikanztestung erfolgte ein Kruskal-Wallis-Test.

NG- Normalgewicht (n = 50), UG- Ubergewicht (n = 43), UG+GDM Ubergewicht mit GDM (n = 37).

4.2.3 Fetale und maternale Cortisolspiegel und die fetale und plazentare
Gewichtsentwicklung
Es ist bekannt, dass das maternale Cortisol zumindest teilweise auf den Fetus Ubergeht und
die Zielsetzung dieser Arbeit beinhaltet eine ndhere Untersuchung eben dieses Ubergangs
und dem Einfluss einer vermuteten Plazenta-Schranke.
Insgesamt lasst sich im Nabelschnurblut noch 10 bis 15 % des maternalen Cortisols
nachweisen °35%°_ Weiterhin ist eine deutliche Erhéhung des Verhaltnisses von Cortison zu
Cortisol im Neugeborenen beschrieben, was fur eine Inaktivierung des maternalen Cortisols
in der Plazenta spricht %%,
Aus den Parchen des maternalen und fetalen Cortisolspiegels wurde der prozentuale Anteil
berechnet. In dieser Arbeit betrug das maternale Cortisol im Median das 7,5-fache des fetalen
Cortisols bzw. die Hohe des fetalen Cortisols betrug im Median 13,3 % des maternalen
Cortisolspiegels. Es ergab sich eine mittelgradige und hochsignifikante Korrelation (r = 0,28,
p = 0,010) der Cortisolspiegel untereinander (siehe Abbildung 10).
In anderen Studien wurde bereits der Einfluss des maternalen Cortisols auf das plazentare
Gewicht untersucht, wobei sich hierbei im Tierversuch unter Hochdosis-Glucocorticoid-
Therapie eine deutliche Reduktion des plazentaren Gewichts zeigte **'%°. In der untersuchten,
humanen Kohorte zeigte sich keine signifikante Korrelation des maternalen Cortisolspiegels
mit dem Plazentagewicht (ohne Abbildung). Auch der fetale Cortisolspiegel korrelierte nicht

mit dem Plazentagewicht (ohne Abbildung).
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Das Geburtsgewicht zeigte sich weder vom perinatalen, maternalen Cortisolspiegel noch vom

Cortisolspiegel des Nabelschnurbluts beeinflusst (ohne Abbildung).

Korrelation des maternalen und
fetalen Cortisols
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—, 900 Abbildung 10: Korrelation maternaler und
E 400 fetaler Cortisolspiegel.
S Es zeigt sich eine positive Korrelation (r=0.28;
2 300 p = 0,010) zwischen den Paaren aus maternalem
g und fetalem Cortisolspiegel. Je ein grauer Punkt
< 200 stellt eines dieser 90 Paare (n=281) dar. Die
g Korrelation und Signifikanztestung erfolgte

100 ° mittels Korrelationskoeffizient nach Spearman.
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4.3 Immunhistochemie- Vorversuch

Zum Nachweis der untersuchten Proteine aus der GR-Familie, den 113-HSD1 und 2 und auch
dem p-GP in der humanen Plazenta dieser Studienkohorte wurde ein Vorversuch
unternommen. Hierzu wurde aus dem B (mittig)-villdsen Bereich der Plazenta von
normalgewichtigen Schwangeren ohne GDM (Gruppe |) sowie von Ubergewichtigen
Schwangeren mit GDM (Gruppe Ill) ein immunhistochemischer, qualitativer Nachweis der zu
untersuchenden Proteine angestrebt. Eine quantitative Auswertung erfolgte im Rahmen des
Vorversuchs nicht.

Es zeigte sich eine deutliche (Braun-)Farbung insbesondere bei den GR und der beiden
118-HSD1 und 2. Die Farbung zeigte sich hauptsachlich im Bereich des
Synzytiotrophoblasten, die GR zeigten zusatzlich ein ubiquitares Vorkommen im Bereich der
Chorionzotten. Eine etwas schwachere Farbung zeigte sich beim p-GP im Bereich des
Synzytiotrophoblasten. Fir die graphischen Darstellungen siehe auch Abbildung 11.

Fur alle Proteine wurde entsprechend mit den quantitativen Analysen mittels qRT-PCR und

Western Blot fortgefahren.
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Abbildung 11: Immunhistochemischer
Vorversuch in Plazentagewebe
Paraffinschnitte der villésen Plazenta,

mittig. AK-Farbung (DAB) plus
Hamatoxylin.

Visuell zeigt sich eine deutliche (Braun-)
Farbung der untersuchten Proteine sowohl

im  villdsen Plazentagewebe  der
normalgewichtigen Schwangeren (Gruppe
) als auch der adipésen GDM

Schwangeren (Gruppe Ill) im Vergleich zur
Negativkontrolle (KO). Eine
vergleichsweise schwache Farbung zeigt
sich beim p-Glykoprotein. Grofienbalken
200 pym.
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44 qRT-PCR-Fehleranalyse

Zu Beginn der gRT-PCR-Analysen zeigte sich eine deutliche Schwankungsbreite aller
untersuchten Referenzgene 18S-rRNA, B-Aktin, TBP, YWHAZ, SDHA, GAPDH, >-MG und
HPRT verglichen. Als Maly fir eine natirliche, Proben-bedingte Cr-Streuung galt ein
maximaler Unterschied von 3 Cr-Werten zwischen den Proben. Alle Referenzgene zeigten
eine deutlich erhdhte Streuung der Cr-Werte Gber die gemessenen Proben, so zeigte sich
zwischen den gemessenen Proben bei den untersuchten Referenzgenen eine Streuung von
ACrg.axin = 7,4 und ACrearon = 14,8. Wir entschieden, dass die Methode fiir diese Kohorte erst
etabliert werden musste.

Im Nachfolgenden erfolgte eine Kontrolle der molekularbiologischen Analyse von der RNA-
Isolation aus der Plazenta bis zur qRT-PCR.

Um eine falsche Messung der RNA-Konzentration vor Synthese der cDNA auszuschlieRRen,
wurde jede RNA-Probe vor der Quantifizierung gut durchmischt und dann aus einer 14-fachen
Messung die Mittelwerte der so gemessenen OD260-Werte gebildet und fir die
cDNA-Synthese verwendet. AuRerdem wurde eine geeignete Konzentration der cDNA in der
gRT-PCR mittels Konzentrationsreihe bestimmt. Hierbei erwies sich eine Verdinnung von 1:5
am geeignetsten, da hier der Threshold bei der Amplifikation fir alle Primer unter einem
Cr-Wert von 40 lag und die Schwankungen der Ct-Werte unterschiedlicher Proben derselben
Konzentration im Housekeeping-Gen die geringste Streubreite aufwiesen.

Die richtige Konzentration von Forward- und Reverse-Primer wurde fur alle noch nicht
etablierten Primer in einer Tagman® gqRT-PCR ermittelt, indem sowohl Forward- als auch
Reverse-Primer in unterschiedlichen Konzentrationen untersucht wurden. Die Kombination
aus Forward- und Reverse-Primer, die die wenigsten Temperaturzyklen fur eine exponentielle
Amplifikation (geringster Ct-Wert) zeigte, wurde dann weiterverwendet.

Es erfolgte eine Auswertung der Schmelzkurven mittels SYBR® Green qRT-PCR (s. 3.4.5),
sodass ausschliel3lich Primer mit spezifischem Ausschlag fur das jeweilige Genfragment zur
Durchfuhrung der endgiltigen TagMan® gqRT-PCR herangezogen wurden.

Alle verwendeten Primer wurden auRerdem im Anschluss an die TagMan® gqRT-PCR anhand
der Agarose-Gelelektrophorese (s.3.4.6) auf die Spezifitat ihnrer Banden hin Uberpruft.

Wir etablierten die qRT-PCR fur die Referenzgene 18S-RNA, TBP und YWHAZ und
entschieden uns fir eine Auswertung mit TBP und YWHAZ im Mittelwert aufgrund der Analyse

der Referenzgene in gBase+.

4.5 Die plazentaren GR

4.5.1 NR3C1-mRNA-Expression in der Plazenta

Um den Einfluss des Cortisols am Wirkort der Plazenta direkt zu ermitteln, wurden die GR

untersucht, welche vom Gen NR3C1 kodiert werden. Uber die GR ist bekannt, dass sie
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ubiquitédr und auch in der Plazenta exprimiert werden. Es wurden bereits einige spezielle
Isoformen der GR, insbesondere der GRa A (94 kDa), GRpB (91 kDa), GRa C (81 kDa), GRP
(74 kDa), GRA (65kDa) sowie der GRa D1-3 (50-55kDa), in der Plazenta
nachgewiesen 1%,
Uber die Funktion der GR in der Plazenta ist bisher kaum etwas herausgefunden worden.
In dieser Arbeit wurde zuerst die mMRNA-Expression der GR allgemein untersucht. Es wurde
Gewebe aus dem mittigen Abschnitt der Plazenta im villosen Bereich gewahlt, zur genauen
Methodik siehe Kapitel 3.4 und die entsprechenden Unterkapitel.
Im Vergleich der maternalen Gruppen Normalgewicht, Ubergewicht sowie Ubergewicht mit
GDM konnte kein Unterschied in der NR3C1-mRNA-Expression gezeigt werden (s. Abbildung
12).

NR3C1-mRNA-Expression nach BMI und GDM
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Abbildung 12: Die NR3C1-mRNA-Expression zwischen Normalgewicht, Ubergewicht und
tibergewichtiger Schwangerschaft mit GDM in plazentarem Gewebe.

Als Kontrollgruppe dient die normalgewichtige Schwangerschaft ohne GDM mit n = 20 untersuchten
Plazenten. Die Anzahl der untersuchten Plazenten in Gruppe ibergewichtige Schwangerschaft ohne
GDM (UG-, Gruppe Il) ist n = 12, die Anzahl der untersuchten Plazenten in Gruppe Il Ubergewicht
mit GDM (UG+GDM) ist n = 11.

Die relative mRNA-Expression des NR3C1-Gens wurde mittels gqRT-PCR und AACT-Methode,
normiert auf TBP und YWHAZ gemalR gBase+-Empfehlung, bestimmt.

4.5.2 Die GR auf Protein-Ebene in der Plazenta
Um den Einfluss des maternalen BMI und eines GDM auf die humane Plazenta und die
GR-Proteinlevel naher zu untersuchen, wurden die Proteine aus dem mittigen, villdsen Anteil
der Plazenta isoliert und mittels Western Blot naher analysiert.
Unter allen bekannten Isoformen wurde sich im Rahmen dieser Studie auf die Darstellung der
folgenden Isoformen des GR konzentriert: die klassische Variante des GRa A mit einer Grofie
von 94 kDa sowie die etwas kleineren Isoformen des GRB und des GRa B, die beide bei
ungefahr 91 kDa identifiziert wurden . Um diese voneinander zu differenzieren, wurde
sowohl das Proteinlevel des GR allgemein (s. Abbildung 13) betrachtet, der neben den oben
genannten Isoformen des GRa auch die B-Isoform darstellen soll. Zusatzlich zu der Analyse
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des allgemeinen GR erfolgte zum Nachweis der GRa-Isoformen ein weiterer Western Blot mit
einem spezifischen GRa-Antikorper (s. Abbildung 14).

Im Western Blot mit dem allgemeinen GR-Antikorper zeigte sich ein hoheres Proteinlevel der
94 kDa-GRa-Isoform (GRa A) und eine schwacher ausgepragte, kleinere Proteinbande, die
sowohl die zuvor bereits in der Plazenta nachgewiesenen Varianten der GR[3 als auch die
91 kDa- oder die 83 kDa-GRa-Isoform (GRa C) abbilden konnte (s. Abbildung 13).
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Abbildung 13: Relative Proteinmenge des GR nach BMI und GDM.

Das Proteinlevel des GR (gesamt) im Western Blot nach den Gruppen | NG-, Il UG- und Il UG+GDM.
A) Graph der densitometrischen Auswertung. Fir die Auswertung wurden beide GR-Banden (s. B)
Western Blot) ausgewertet und addiert. Als Referenzprotein diente B-Aktin (untere Banden). Die
graphische Darstellung erfolgt anhand des Medians und des IQR (Fehlerbalken) aufgrund der Nicht-
Normalverteilung. Es gilt fir NG- n = 8, UG- n = 11 und UG+GDM n = 12; die statistische Auswertung
erfolgte mittels Kruskal-Wallis-Test.

B) Western Blot. Oben: GR (gesamt); unten: B-Aktin als Referenzprotein. Darstellung angepasst in
der Sortierung nach ausgewerteten Gruppen (durch umgrenzende Kasten dargestellt).

Es zeigte sich bei der gemeinsamen Auswertung beider Isoformen des GR (gesamt) der
normgewichtigen Gruppe | bei Ubergewicht ohne GDM (Gruppe |l) eine scheinbare
Hochregulation des GR-Proteinlevels. Diese zeigte sich bei Vorliegen eines GDM (Gruppe I
zu Ill) reduziert. Allerdings ergab sich keine Signifikanz im Kruskal-Wallis Test (p = 0,127).
Ein zweiter Western Blot mit einem spezifischen GRa-Antikdrper diente zur Analyse der GRa
Isoformen (s. Abbildung 14).
Hier zeigte sich &hnlich wie im Western Blot des GR (gesamt) eine Erhdhung des
GRa-Proteinlevels (Kruskal-Wallis-Test, p =0,030) zwischen Normalgewicht und der
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Ubergewichtigen Gruppe ohne GDM (Gruppe | zu Gruppe II; Hochberg-Test p = 0,011). Dieser
Erhéhung in der Ubergewichtigen Gruppe wirkte jedoch der GDM wieder entgegen, dieser
Effekt zeigte sich nach Hochberg-Test jedoch lediglich als Tendenz (Gruppe 1l zu Gruppe lll;
p = 0,068; s. auch Abbildung 14).
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Abbildung 14: Relative Proteinmenge des GRa nach BMI und GDM.

Das Proteinlevel des GRa im Western Blot nach den Gruppen | NG-, Il UG- und Ill UG+GDM.

A) Graph der densitometrischen Auswertung. Fir die Auswertung wurden beide GR-Banden (s. B)
Western Blot) ausgewertet und addiert. Als Referenzprotein diente B-Aktin (untere Banden). Die
graphische Darstellung erfolgt anhand des Medians und des IQR (Fehlerbalken) aufgrund der Nicht-
Normalverteilung. Die statistische Auswertung erfolgte mittels Kruskal-Wallis-Test. Es gilt fir NG-
n=8,UG-n=12und UG+GDM n =12; * p > 0,05.

B) Western Blot. Oben: GRa; unten: B-Aktin als Referenzprotein. Darstellung angepasst in der
Sortierung nach ausgewerteten Gruppen (durch umgrenzende Kasten dargestellt).

4.5.3 Maternales Cortisol und die plazentaren GR

Um einen Zusammenhang der Cortisolspiegel und des GR-Proteinlevels im villdsen Anteil der
Plazenta zu untersuchen, wurde nach einer Korrelation zwischen den maternalen und fetalen
Cortisolspiegeln und dem plazentaren GR-Proteinlevel gesucht (s. Abbildung 15). Hier zeigte
sich eine starke Korrelation zwischen den maternalen peripartalen Cortisolspiegeln und dem
GR (gesamt) (r=0,54; p = 0,021, n = 18; s. Abbildung 13 Banden 1 und 2) und hier speziell
der 94 kDa Isoform des GR (gesamt) (r=0,57; p = 0,014; n = 18; s. Abbildung 13 Bande 1).
Zwischen den Cortisolspiegeln aus dem Nabelschnurblut und des plazentaren

GR-Proteinlevels zeigte sich hingegen kein signifikanter Zusammenhang (ohne Abbildung).
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Korrelation zwischen maternalem Cortisol
und plazentarem GR-Proteinlevel

500
Abbildung 15: Korrelation zwischen dem
= 400 ° ° maternalen  Cortisolspiegel und dem
E R plazentaren GR (gesamt)-Proteinlevel.
§ 300 O ° Es zeigt sich ein positiver Zusammenhang
= o ° (r=0,54; p=0,021) zwischen dem maternalen
S 200 © o ° Cortisolspiegel in pg/l und dem plazentaren GR-
- °e Proteinlevel von n=18 Proben (aus WB-
= 100 Quantifizierung s. Abbildung 13). Die Korrelation
und Signifikanztestung erfolgte mittels
Korrelationskoeffizient nach Spearman.
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4.6 11B-HSD, eine Komponente der GC-Plazentaschranke
Die 11B3-HSD Typ 1 und 2 werden in der Plazenta exprimiert und spielen eine wesentliche
Rolle in der GC-Plazentaschranke, weshalb sie im folgenden Abschnitt in der Studienkohorte

untersucht wurden 87072,

4.6.1 Plazentare HSD11B1 mRNA-Genexpression
Die mRNA-Expression des HSD11B1-Gens in der gRT-PCR wurde ebenfalls in dem villdsen

Anteil der Plazenta betrachtet, um die Veranderungen in Bezug zur GC-Plazenta-Schranke

HSD11B1-Genexpression nach BMI und GDM
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Abbildung 16: HSD11B1-Genexpression nach BMI und GDM

Als Kontrollgruppe NG- dient die normalgewichtige Schwangerschaft ohne GDM mit n = 20 untersuchten
Plazenten. Die Anzahl der untersuchten Plazenten in Gruppe Ubergewichtige Schwangerschaft ohne
GDM (UG-, Gruppe ) ist n = 12, die Anzahl der untersuchten Plazenten in Gruppe Ill Ubergewicht mit
GDM (UG+GDM) ist n = 11.

Die relative mRNA-Expression des HSD11B1-Gens wurde mittels gqRT-PCR und AACT-Methode,
normiert auf TBP und YWHAZ gemal qBase+-Empfehlung, bestimmt. Es gilt * p < 0,05.
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genauer zu untersuchen. In anderen Studien konnte eine Aktivitat der 113-HSD vor allem in
der Dezidua nachgewiesen werden, wahrend sich im villédsen Teil der Plazenta kaum Aktivitat
zeigte %62,

Es zeigt sich in dem untersuchten Gewebe kein signifikanter Unterschied, weder bei
Ubergewicht noch bei Vorliegen eines GDM (I zu Il p=0,153; | zu lll p=0,425; 1l zu Il
p = 0,301), siehe Abbildung 16.

Eine Darstellung des plazentaren 113-HSD1-Proteinlevel gelang im WB nicht, da uns kein
spezifischer Antikérper vorlag. Da sich in der Literatur und vorhergehenden Studien das
hauptsachliche plazentare Vorkommen der 113-HSD1 ohnehin vor allem in der Dezidua

zeigte, wurde auf weitere Versuche verzichtet.

4.6.2 HSD11B2-mRNA-Expression in der Plazenta

In der zugrunde liegenden Patientenkohorte konnte ein signifikanter Einfluss auf die
HSD11B2-Genexpression in dem villdsen Anteil der Plazenta im Gruppenvergleich
nachgewiesen werden (Kruskal-Wallistest p = 0,043). So zeigte sich eine deutlich hohere
HSD11B2-Genexpression bei Vorliegen eines GDM in der Ubergewichtigen Gruppe Il
(UG+GDM, n = 10) im Vergleich zur ibergewichtigen Schwangerschaft ohne GDM (Gruppe |I,
UG-, n = 13; Gruppe Il zu lll p = 0,037) (siehe Abbildung 17).

HSD11B2-mRNA-Expression nach BMI und GDM
2.0- zu NG - zu UG -

T 1 T 1
*

1.84

1.6

1.4

1.2

1.0

0.8+

rel. nRNA-Expr./TBP-YWHAZ

0.61

0.44
UG- UG+GDM UG+GDM

Abbildung 17: HSD11B2-mRNA-Expression nach BMI und GDM

Die HSD11B2-Genexpression im Vergleich der Gruppen 1l UG- und Il UG+GDM. Als Kontrollgruppe
NG- dient die normalgewichtige Schwangerschaft ohne GDM mit n = 18 untersuchten Plazenten. Die
Anzahl der untersuchten Plazenten in Gruppe lbergewichtige Schwangerschaft onne GDM (UG-,
Gruppe 1) ist n = 13, die Anzahl der untersuchten Plazenten in Gruppe Il Ubergewicht mit GDM
(UG+GDM) ist n = 10.

Die relative mRNA-Expression des HSD11B2-Gens wurde mittels qRT-PCR und AACT-Methode,
normiert auf TBP und YWHAZ gemal qBase+-Empfehlung, bestimmt. Es gilt * p < 0,05.
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4.6.1 11B-HSD2-Proteinlevel in der Plazenta
Zusatzlich zur Veranderung der 113-HSD auf mRNA-Expressionsebene wurde auch das
plazentare Proteinlevel der 113-HSD2 mittels Western Blot untersucht. Hier zeigte sich im

ANOVA kein Unterschied zwischen den einzelnen Gruppen (p = 0,218), siehe Abbildung 18.
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Abbildung 18: plazentare 11B3-HSD2-Proteinlevel nach BMI und GDM.

Das plazentare Proteinlevel der 113-HSD2 im Western Blot nach den Gruppen | NG-, Il UG- und I
UG+GDM. Als Referenzprotein diente B-Aktin (untere Banden). Es gilt fir NG-n =8, UG- n = 12 und
UG+GDM n = 12.

A) Graph der densitometrischen Auswertung: Die graphische Darstellung erfolgt anhand des
Mittelwerts und des SEM (Fehlerbalken) aufgrund der Normalverteilung. Die statistische Auswertung
erfolgte mittels ANOVA.

B) Western Blot. Oben: 11B-HSD2; unten: B-Aktin als Referenzprotein. Darstellung angepasst in der
Sortierung nach ausgewerteten Gruppen (durch umgrenzende Kasten dargestellt).
4.7 p-GP
Eine gRT-PCR des p-GP kodierenden ABCB1-Gens verlief leider ergebnislos. Trotz
mehrmaligen Versuchen und unterschiedlichen Primern liel3 sich kein oder nur ein sehr hoher
Cr-Wert in den meisten Proben dieser Studienkohorte messen.
Da immunhistochemisch jedoch ein Nachweis des p-GP gelang (siehe Kap. 4.3, Abbildung
11), erfolgte die Auswertung des Proteinlevels mittels Western Blot. Hier zeigte sich eine Uber
alle Gruppen eher schwankendes Proteinlevel des p-GP. Eine signifikante Veradnderung des

p-GP innerhalb der Gruppen liel3 sich nicht nachweisen (p = 0,735), siehe Abbildung 19.
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p-GP nach BMI und GDM
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Abbildung 19: p-GP-Proteinlevel nach BMI und GDM in der Plazenta

Das Proteinlevel des p-GP im Western Blot nach den Gruppen | NG-, Il UG- und Il UG+GDM. Es gilt
fur NG-n =8, UG-n =12 und UG+GDM n = 12.

A) Graph der densitometrischen Auswertung: Fur die Auswertung wurden beide pGP-Banden (s. B)
Western Blot) ausgewertet und addiert. Die statistische Auswertung erfolgte mittels Kruskal-Wallis-
Test. Als Referenzprotein diente 3-Aktin (untere Banden). Die graphische Darstellung erfolgt anhand
des Medians und des IQR (Fehlerbalken) aufgrund der Nicht-Normalverteilung.

B) Western Blot. Oben p-GP; unten: B-Aktin als Referenzprotein. Darstellung angepasst in der
Sortierung nach ausgewerteten Gruppen (durch umgrenzende Kasten dargestellt).

4.7.1 p-GP und der fetale Kopfumfang

Es zeigte sich eine signifikante, negative Korrelation zwischen dem kindlichen Kopfumfang
und der plazentaren Proteinlevel des p-GP im Western Blot (r=-0,398; p = 0,024; n = 32),
diese ist in Abbildung 20 dargestellt.
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Korrelation des neonatalen Kopfumfanges
und des plazentaren p-GP-Proteinlevels
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Abbildung 20: Korrelation des p-GP mit dem
neonatalen Kopfumfang

Es zeigt sich ein positiver Zusammenhang
(r=0,54; p=0,021) zwischen dem p-GP-
Proteinlevel (aus WB-Quantifizierung,
s. Abbildung 19) in der peripartalen Plazenta und
dem neonatalen Kopfumfang in cm. Je ein Punkt
im Diagramm bildet eine der n = 32 Proben ab.
Die Korrelation und Signifikanztestung erfolgte
mittels Korrelationskoeffizient nach Spearman.
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5. Diskussion

5.1 Interpretation der Ergebnisse aus der Studienkohorte

In der Studie zeigte sich ein mittleres Alter von 34 Jahren und einer mittleren Gestationsdauer
von 39,1 Schwangerschaftswochen. Dies entspricht einem etwas héheren maternalem Alter
als in der Durchschnittsbevolkerung in Deutschland, hier zeigte sich 2022 ein maternales Alter
im Schnitt von 31,7 Jahren '®'. Ein erhdhtes maternales Alter gilt insbesondere als Risikofaktor
fur einen GDM, allerdings zeigte sich auch bei den Schwangeren ohne GDM ein hoheres

4 Dies konnte auch durch die Struktur einer Universitatsklinik oder

maternales Alter
mdglicherweise durch den Geburtsmodus bedingt sein. Die mittlere Gestationsdauer liegt vor
dem ET, diese Abweichung liegt vermutlich an der besseren Planbarkeit aufgrund des
Geburtsmodus.

Es bestand eine erhohte Graviditat und Paritdt bei Adipositas im Vergleich zur
normalgewichtigen Frau, sodass Multiparitat und Multigraviditat mit erhdhtem Risiko fur
Adipositas einhergehen. Der Schluss liegt nahe, dass hier eine Kausalitat besteht und
vorbestehende Schwangerschaften ein Risikofaktor fur eine zumindest zeitweise bleibende
Gewichtszunahme auch nach der Schwangerschaft bedeuten.

Bei Betrachtung der tibergewichtigen Schwangeren mit GDM (UG+GDM, Gruppe 1) fallt auf,
dass diese mit 32,0 kg/m? einen signifikant héheren BMI als die (ibergewichtigen Schwangeren
ohne GDM (UG-, Gruppe II) mit einem mittleren BMI von 28,6 kg/m? hatten. So kann
méglicherweise ein Effekt in der Gruppe Il (UG+GDM) nicht nur durch den GDM, sondern
auch durch den hoheren BMI bedingt sein. Um diesen Effekt zu minimieren, wurde bei der
Auswahl der Proteinproben im Western Blot auf eine gleichmaRige Verteilung des BMI in

beiden Ubergewichtigen Gruppen geachtet.

In bereits publizierten Studien zeigten sich uneinheitliche Ergebnisse bezlglich des
Plazentagewichts. In einer US-amerikanischen Studie von Ouyang et al. mit einer
Patientenkohorte der 1970er Jahre zeigte sich ein signifikanter Unterschied sowohl nach
maternalem Gewicht als auch bei Vorliegen eines GDM (jedoch nach Kriterien eines 100 g
oGTT) ?°. Tanaka et al. und auch Martino et al. konnten hingegen kein erhdhtes
Plazentagewicht in Schwangerschaft mit GDM, daftr aber bei Vorliegen einer maternalen

162,163

Adipositas nachweisen Das Verhaltnis zwischen fetalem Geburtsgewicht und

Plazentagewicht als Mal fir die plazentare Effektivitat zeigte sich vor allem in diabetischer
Schwangerschaft (bei Tanaka et al.) erniedrigt '921%,

In dieser untersuchten Studienpopulation zeigte sich eine leichte Erhdhung des mittleren
Plazentagewichts nach Ubergewicht und zusétzlich bei Vorliegen eines GDM ohne statistische

Signifikanz.
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Alle Neonaten zeigten postpartal einen sehr guten 10° APGAR sowie einen guten
Nabelschnur-pH, der sich weder nach Vorliegen eines GDM noch nach dem maternalen
prapartalen BMI unterschied. Hier ist allerdings der Geburtsmodus Sectio caesarea als ein
entscheidender Faktor zu bedenken, so wird insbesondere bei LGA-Feten diabetischer Mitter
explizit zur Sectio caesarea geraten, um Geburtskomplikationen wie Schulterdystokie,

Asphyxie und Hypoxie zu vermeiden .

Es bestand in dieser Studienkohorte ein signifikanter Unterschied in den meisten
fetometrischen Mallen bei Geburt. Vor allem Kopfumfang und Geburtsgewicht und deren
Einordnung nach Perzentilen unterschieden sich je nach Vorliegen von Ubergewicht sowie
eines GDM. Dies deckt sich mit den Ergebnissen zahlreicher Studien, dass mit steigendem
maternalem BMI bzw. Vorliegen eines GDM vor allem die fetalen Parameter Geburtsgewicht,
Kopfumfang und damit einhergehend auch die Wahrscheinlichkeit fur eine Schulterdystokie
und weiteren Geburtskomplikationen steigt '216:1%6,

Das fetale Schatzgewicht im Ultraschall beeinflusst die Wahl des Geburtsmodus. Ab dem
Vorliegen eines Geburtsgewichts von 4500 g bzw. eines LGA-Fetus empfiehlt die aktuelle
GDM-Leitlinie keinen vaginalen Geburtsmodus bei diabetischer Schwangerschaft mehr, in der
Leitlinie zur Sectio caesarea besteht bei einem UbermaRigen fetalen Gewicht aktuell nur
individualisiert die Indikation zur Sectio caesarea, dies gilt auch fir die adipbse
Schwangerschaft aufgrund des erhdhten perioperativen Risikos #3165,

Ein erhdhtes Geburtsgewicht zeigte sich in Ubergewichtiger diabetischer Schwangerschaft
(UG+GDM, Gruppe llI) sowohl gegeniiber dem Normalgewicht (NG-, Gruppe 1) als auch
gegeniiber dem Ubergewicht (UG-, Gruppe 11) erhdht. Auch ein VLGA trat signifikant haufiger
in Ubergewichtiger diabetischer Schwangerschaft auf. Der Kopfumfang zeigte sich in
Ubergewichtiger diabetischer Schwangerschaft signifikant erhoht. Klinisch besteht hierin auch
langfristig ein erhohtes Risiko fur Mutter und Kind, so ist bei einer LGA-Geburt nicht nur das
unmittelbare Risiko fir Geburtskomplikationen erhdht, sondern damit einhergehend auch das
Risiko fur Komplikationen in folgenden Schwangerschaften (bspw. das Risiko fur eine Re-
Sectio bei erhohter Sectio-Wahrscheinlichkeit). Fur das Kind steigt das metabolische Risiko
sowie das Risiko fiir eine Adipositas im Kindes- und Jugendalter 82,

Die fetale Glukose zeigte sich unmittelbar postpartal nicht signifikant verandert. Dieses
Ergebnis war nicht zu erwarten, da die maternale Glukose Uber die Plazenta grofteilig in das
Nabelschnurblut Ubergeht, wahrend ein Rickgang der kindlichen Glukose und die gefurchtete
neonatale Hypoglykamie nach diabetischer Schwangerschaft erst wenige Stunden postpartal

zu erwarten ist 166168

. Es koénnte allerdings aufgrund der Abnahme im Lithium-Heparin-
Probenentnahmegefal® bereits zu einer Metabolisierung der Blutglukose in dieser

Studienkohorte gekommen sein.
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Das fetale Insulin zeigte sich signifikant erhoht bei gleichzeitigem Vorliegen eines
Ubergewichts sowie GDM, was fiir eine fetale Gegenregulation fiir einen Uber die Dauer der

Schwangerschaft eher zu hoch liegenden fetalen Blutzucker spricht.

5.2 Die peripartalen Cortisolspiegel der Schwangeren und ihres Fetus unter
GDM und Ubergewicht

Bekannt ist eine physiologische Erhéhung der maternalen Cortisolspiegel bis zu einem
dreifachen Anstieg im Schwangerschaftsverlauf 3'2+%.

Es zeigte sich ein maternaler, peripartaler Cortisolspiegel in der untersuchten Kohorte von 149
bis 478 ug/l (95 % Referenzbereich). Als Referenzwert der klinischen Chemie der Uniklinik
Koln gilt bei einem nicht schwangeren Erwachsenen bei morgendlicher Blutentnahme ein
Referenzbereich zwischen 62 bis 194 ug/l. Damit unterscheidet sich diese Kohorte deutlich
von dem angegebenen Referenzbereich beim Nicht-Schwangeren Erwachsenen.

Bekannt ist bei adipdsen Schwangeren ein signifikant geringerer Anstieg der maternalen
Cortisolspiegel und der allgemeinen HPA-Aktivitdt im Verlauf der Schwangerschaft im
Vergleich zur normalgewichtigen Schwangerschaft °'.

Die maternalen Cortisolspiegel zeigten sich in dieser Studienkohorte mit Zunahme des
maternalen BMI signifikant reduziert (s. Abbildung 8), wahrend sich ein solcher
Zusammenhang im Nabelschnurblut nicht nachweisen lie3. Diese Beobachtung deckt sich mit

bereits publizierten Daten 3.

In dieser Studienpopulation zeigte sich bei gleichzeitigem Vorliegen eines GDMs und
Ubergewicht (Gruppe Ill, UG+GDM) eine nicht signifikante Verringerung der maternalen
Cortisolspiegel im Vergleich zur normalgewichtigen Gruppe | (NG-), die sich vermutlich auf
den hoheren mittleren BMI der Schwangeren mit GDM zuruckfuhren Iasst.

Die Cortisolspiegel aus Nabelschnurblut zeigten keinen statistisch signifikanten Unterschied
weder bei Vorliegen von Ubergewicht noch einer Kombination aus Ubergewicht und
diabetischer Schwangerschaft. Zu diesem Ergebnis kommt auch die PREOBE-Studie "*°.
Insgesamt fehlt hier jedoch eine gute Studienlage in der Literatur. Eine kleine chinesische
Studie, die 22 nicht-diabetische mit 23 GDM-Schwangeren verglich, deren GDM rein diatetisch
eingestellt wurde, konnte einen erhOhten maternalen Cortisolspiegel in diabetischer
Schwangerschaft zeigen. Die weiterhin untersuchten Parameter des fetalen Geburtsgewichts
und des venodsen Nabelschnur-Cortisols zeigten keinen signifikanten Unterschied in
diabetischer Schwangerschaft '*". Einschrankend ist bei dieser Studie von Ma et al. zu
erwahnen, dass die Schwangeren zu Beginn der Schwangerschaft einen ahnlichen mittleren
BMI hatten, die Gewichtszunahme in der GDM-Gruppe jedoch signifikant héher war. Die Hohe
der fetalen Cortisolspiegel korrelierten negativ mit dem Geburtsgewicht '*”. Grigorakis et al.

konnten zum Zeitpunkt eines 100 g oGTT hingegen keinen Unterschied im morgendlichen
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nuchternen Cortisolspiegel zwischen 15 GDM- und 26 nicht-diabetischen Schwangeren
feststellen, hier zeigte sich zudem einschrankend ein Ubergewichtiger mittlerer BMI der GDM-
Schwangeren vs. einem normalgewichtigem BMI der Schwangeren ohne GDM, wenngleich
sich der BMI nicht signifikant unterschied. Zudem ist der 100 g oGTT zur Diagnose eines
GDMs nur bedingt mit dem 75 g oGTT-Test anhand der IADPSG-Kriterien vergleichbar 38
Cohen et al. bestimmten in einer sehr groRen Studienkohorte mit 900 Patientinnen den
Unterschied im Nabelschnur-Cortisol von 48 GDM-Plazenten, hier lag ein 50 g bzw. 100 g
oGTT zur Bestatigung der GDM-Diagnose zugrunde. Eine weitere Follow-Up-Studienkohorte
aus dieser Publikation untersuchte bei 29 GDM-Schwangeren mit 75 g oGTT-Diagnose das
Cortisol der 5-jahrigen Kinder im Haar. In beiden Studienkohorten liel3 sich kein Unterschied
der Kinder aus diabetischer vs. nicht-diabetischer Schwangerschaft nachweisen. Cohen et al.
schliefen hieraus, dass eine GDM-Schwangerschaft die kindliche HPA-Achse nicht
beeinflusst '¢°.

In allen oben genannten Studien bestand ein statistisch nicht signifikanter, jedoch
mdglicherweise klinisch relevanter Unterschied im BMI der Schwangeren mit und ohne GDM,
so zeigten alle Studien einen hoheren BMI in der diabetischen Schwangerschaft. Bei einigen
Studien besteht zudem nur eine eingeschrankte Vergleichbarkeit zwischen den GDM-
Diagnosen wie in Deutschland Ublich aus 50 g bzw. 75 g oGTT wie in dieser Studienkohorte
mit dem teilweise in der Literatur verwendeten 100 g oGTT. Weiterhin zeigten alle
Studienkohorten eine nur geringe Fallzahl, sodass eine statistische Effektstarke

moglicherweise aufgrund einer zu geringen Fallzahl vermutlich nicht erreicht wurde.

In der hier untersuchten Kohorte zeigte sich eine positive Korrelation zwischen den maternalen
und fetalen Cortisolspiegeln, entsprechend kann von einer erhéhten fetalen Cortisol-
Exposition ausgegangen werden in Abhangigkeit der Hohe des maternalen Cortisolspiegels.
Das Verhaltnis zwischen den maternalen und fetalen Cortisolspiegeln lag bei 13,5 %, das
maternale Cortisol lag also um den Faktor 7,5 hoher, sodass von einem unvollstandigen
Ubertritt des maternalen Cortisols auf das Neugeborene ausgegangen werden kann.

In anderen Studien zeigte sich dieses Verhaltnis im Bereich von 1:6 bis 1:10, hier zeigten sich
vor allem deutliche Erhdhungen des fetalen Verhaltnisses von Cortison zu Cortisol, was fur
eine plazentare Inaktivierung des maternalen Cortisols spricht 53°%585,

Weder die maternalen noch die Nabelschnur-Cortisolspiegel zeigten peripartal eine
Korrelation mit dem Geburtsgewicht und es zeigte sich keine Korrelation des Plazentagewichts
mit den maternalen Cortisolspiegeln. Andere Beobachtungen aus Tierversuchs-Studien
zeigten hingegen einen negativen Zusammenhang zwischen dem Plazentagewicht und dem

Cortisol (bzw. Corticosteron) des Muttertiers "%,
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Bekannt ist weiterhin der Einfluss der GC auf die Entwicklung eines FGR, so zeigte sich in
zahlreichen Studien eine UbermaRige, teilweise iatrogene Cortisol-Exposition haufiger mit
einem SGA bzw. FGR assoziiert "*®%_ Andere Studien fanden im zweiten bzw. friihen dritten
Trimenon einen positiven Zusammenhang der maternalen Cortisolspiegel mit den
fetobiometrischen Malden, vor allem des Kopfumfanges und des Abdominal-Umfanges, die
auch in Deutschland mafgeblich zur Therapieeinstellung der diabetischen Schwangerschaft

angewandt werden 3170171,

5.3 Die GC-Plazenta-Schranke unter maternalem Ubergewicht und GDM

Ziel dieser Arbeit ist es, Anderungen in der Funktion der GC-Plazenta-Schranke in
Ubergewichtiger sowie diabetischer Schwangerschaft zu detektieren. Dafir sollen die
Schrankenproteine 113-HSD1 und 113-HSD2 n&her untersucht werden, die fur die Aktivierung
bzw. Inaktivierung der GC hauptsachlich verantwortlich sind, sowie das Transportprotein
p-GP, welches Cortisol aktiv auf die maternale Seite der GC-Plazenta-Schranke

riicktransportiert ©1/63.66.68.72

5.3.1 11B3-HSD2

In der Plazenta und den fetalen Geweben wirkt vor allem die 113-HSD2 inhibitorisch auf die
GC, sodass vor allem der maternofetale Cortisol-Ubertritt zugunsten des inaktiven Cortisons
eingeschrankt wird 66728485,

Eine hdhere 113-HSD2-Aktivitat bietet einen héheren Schutz des Fetus vor den maternalen
Cortisolspiegeln, weiterhin moduliert 11B-HSD2 die Wirkung der GC an den GR durch die
niedrigere Substrat-Konzentration 5727 Eine hohere plazentare 11B-HSD2-Aktivitat
und -mRNA-Expression ist nach der aktuellen Studienlage unter anderem assoziiert mit einem
héheren Geburtsgewicht 8676172,

In der zugrunde liegenden Patientenkohorte konnte kein Einfluss des maternalen
Ubergewichts auf die plazentare HSD11B2-Genexpression nachgewiesen werden. Die
Ergebnisse stitzen die Erkenntnisse aus bereits durchgefuhrten Studien, die ebenfalls auf
MRNA-Ebene keine Unterschiede in der HSD11B2-Expression je nach dem prapartalen BMI
finden konnten "**'3. Im Gegensatz hierzu erwahnt Johns unpublizierte Daten, die einen
positiven Zusammenhang zwischen maternalem BMI| und HSD11B2-mRNA-Expression
herstellen sollen 2. Wahrend der maternale BMI keinen nachweislichen Einfluss auf die
HSD11B2-Genexpression zeigte, bestand in dieser Studienpopulation ein signifikanter
Unterschied bei Vorliegen von GDM bei Ubergewicht (UG+GDM, Gruppe IlI) im Vergleich zur
Uibergewichtigen Schwangerschaft ohnne GDM (UG-, Gruppe lI; siehe Abbildung 17). So zeigte
sich eine deutlich héhere HSD11B2-Genexpression in der Ubergewichtigen, diabetischen

Schwangerschaft (Gruppe Ill) im Vergleich zur Gbergewichtigen Schwangerschaft onne GDM
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(Gruppe Il). Im Vergleich zur normalgewichtigen Gruppe ohne GDM (Gruppe 1) bestand kein
signifikanter Unterschied.

Ma et al. fanden in einer kleinen chinesischen Studie ebenfalls eine erhohte HSD11B2-mRNA-
Expression bei GDM, die sich allerdings auf Proteinebene nicht abbilden lie3. Einschrankend
wurde hier allerdings nicht nach dem BMI differenziert, beide Gruppen zeigten sich zu Beginn
der Schwangerschaft im Mittel mit einem normalgewichtigen BMI, wahrend die
Gewichtszunahme in der diabetischen Schwangerschaft signifikant héher war 7.

Zusatzlich zur Veranderung der 11B-HSD2 auf Genexpressions-Ebene wurde auch das
Proteinlevel der 113-HSD2 mittels Western Blot in dieser Studie untersucht. Hier zeigte sich
kein signifikanter Unterschied zwischen den einzelnen Gruppen, weder nach dem maternalen
BMI noch bei Vorliegen eines GDM.

In Tierversuchsstudien zeigte sich bei gemasteten Schafen jedoch ein héheres plazentares
11B-HSD2-Proteinlevel, wie auch erhéhte fetale und maternale Cortisolspiegel ™.

Auch Mina et al. fanden einen ahnlichen Effekt auf mRNA-Ebene, den sie als U-férmige
Korrelation der HSD11B2-mRNA-Expression und Cortisolspiegel, also eine Erniedrigung der

3% Die hohere

11B-HSD2 in hohen und niedrigen Cortisolspiegeln, beschreiben
HSD11B2-mRNA-Expression, die hier bei Vorliegen von GDM in Ubergewichtiger
Schwangerschaft gefunden wurden, spricht flr einen besonderen Glucocorticoid-Schutz des
Fetus, der sich auch in den Nabelschnur-Cortisolspiegeln zeigt. Dieser Effekt lie3 sich
allerdings auf Protein-Ebene nicht abbilden. Inwiefern unter GDM im Laufe der
Schwangerschaft eine erhdhte fetale GC-Exposition besteht, die moglicherweise durch die
hohere 113-HSD2-Menge abgemildert wird, ist mit unserem Versuchsaufbau nicht zu erfassen

und sollte in weiteren Studien untersucht werden.

5.3.2 11B3-HSD1

Die hauptsachliche Aktivitat der 113-HSD1 liegt laut einigen Studien hauptsachlich in der
maternalen Dezidua, wie auch in fetalen bzw. neonatalen Geweben aullerhalb der
Plazenta %5814 |n dieser Arbeit wurde der villdse Anteil der Plazenta untersucht, hier zeigte
sich kein signifikanter Unterschied, weder nach dem prapartalen BMI noch nach dem
Vorliegen eines GDM in Ubergewichtiger Schwangerschaft. Aufgrund der nur gering zu
erwartenden Proteinmenge in der villdsen Plazenta gegeniiber dem Ort des hauptsachlichen
Vorkommens in der Dezidua wurden nach frustranem Western Blot keine weiteren
Experimente durchgeflhrt.

In einer einzelnen anderen Studie zeigte sich bei Vorliegen eines GDM die HSD11B1-mRNA-
Expression und das 11B-HSD1-Proteinlevel im villdsen Anteil der Plazenta reduziert. In dieser
Studie bestand allerdings auch ein signifikanter Unterschied mit hdéheren maternalen

Cortisolspiegeln und einer signifikant héheren Gewichtszunahme in der GDM-Gruppe '’.
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Fur die weitere Forschung stellt sich vor allem auch 113-HSD1 in neonatalen Geweben
interessant dar, so konnte in Tierversuchsstudien ein erhdhtes Proteinlevel der 113-HSD1 in
der neonatalen Leber gefunden werden '"*. Ein solcher Effekt kdnnte die Schutzfunktion vor

dem aktiven GC-Ubertritt wieder aufheben '74.

5.3.3 p-GP

Das p-GP ist bereits in der Friihschwangerschaft im Synzytiotrophoblasten nachweisbar und
Ubernimmt hier einen aktiven Transport des Cortisols von der fetalen Seite zurlick in das
maternale Kompartment 18120124

Leider verlief die Bestimmung der ABCB1-mRNA-Expression in dieser Kohorte ergebnislos,
dies kann an einer zu geringen Expression des ABCB1-Gens im untersuchten Gewebe oder
an anderen methodisch bedingten Schwierigkeiten gelegen haben. Es ist weiterhin bekannt,
dass zum Schwangerschaftsende eine reduzierte p-GP Aktivitat in der Plazenta besteht 212,
Es zeigte sich ein etwas hoheres plazentares p-GP-Proteinlevel in der Ubergewichtigen,
nicht-diabetischen Schwangerschaft (Gruppe Il) im Vergleich zur normalgewichtigen (Gruppe
1), wie auch zur Ubergewichtigen, diabetischen (Gruppe Ill) Schwangerschaft. Dieser
Unterschied zeigte sich jedoch statistisch nicht signifikant. In anderen Studien zeigte sich bei
Vorliegen eines erhdhten maternalen Gewichts eine reduzierte ABCB1-mRNA-Expression
sowie ein reduziertes p-GP-Proteinlevel in der Plazenta %1%,

Eine andere Studie konnte bei Vorliegen eines insulinpflichtigen GDMs zwar eine hohere
ABCB1-mRNA-Expression zeigen, jedoch keine Veranderung auf Proteinebene abbilden. In
dieser Studie bestand ein signifikanter héherer BMI in der GDM-Untersuchungsgruppe
gegenliiber der Kontrollgruppe ohne GDM "%,

Es zeigte sich in dieser Kohorte eine negative Korrelation des plazentaren p-GP-Proteinlevel
und des neonatalen Kopfumfanges (s. Abbildung 20), welche laut der Literaturrecherche zu
dieser Arbeit bisher noch nicht berichtet wurde. Der Zusammenhang mit dem Cortisol-
Stoffwechsel bzw. den Untersuchungsgruppen erscheint jedoch nicht naheliegend, da alle
anderen untersuchten Parameter keinen signifikanten Unterschied zeigten. Da das p-GP ein
Transporter mit vielfaltigen Substraten ist, sollte dieser Zusammenhang Gegenstand weiterer

Untersuchungen auch in Bezug auf andere p-GP-Substrate sein.

5.4 Die GR unter GDM und Ubergewicht

Ziel dieser Arbeit ist unter anderem die Beleuchtung der plazentaren NR3C1-mRNA-
Expression und GR-Proteinlevel bei Vorliegen von maternalem Ubergewicht und GDM.
Insbesondere die Datenlage zur diabetischen Schwangerschaft und den GR ist bisher sehr
gering.

Es konnte im Rahmen dieser Arbeit keine signifikante Veranderung der NR3C1-mRNA-

Expression nachgewiesen werden, weder in Ubergewichtiger Schwangerschaft ohne GDM
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noch mit GDM. Die NR3C1-mRNA-Expression und auch das GR-Proteinlevel ist in
Ubergewicht und GDM weitgehend unerforscht.

Eine einzelne Studie untersuchte die plazentare GR-Methylierung und kam zu dem Schluss,
dass aufgrund der hdheren Methylierung des NR3C1-Gens in der nicht-diabetischen
Schwangerschaft (5,6 % in nicht-diabetischer Schwangerschaft vs. 3,3 % in diabetischer
Schwangerschaft) eine Repression der NR3C1-mRNA-Expression vorliegt. Die diabetische
Schwangerschaft zeigte hierbei einen signifikant héheren préapartalen BMI 176,

Eine einzelne Tierversuchsstudie zeigte ein hoheres GR-Proteinlevel der diabetischen Ratten
gegen Ende der Schwangerschaft, allerdings bestand dieser Unterschied an Tag 17 und 19,
an Tag 21 bestand kein hoheres GR-Proteinlevel mehr 7. Inwiefern sich dieses Ergebnis auf
den Menschen anwenden Iasst, ist bisher unklar.

Aufgrund zahlreicher Forschungsergebnisse erscheint es, dass nur der GRa aktiv an die GRE
bindet und die klassische Cortisol-Wirkung vollstandig entfaltet, wahrend die GRB-Isoform
eher inhibitorische Wirkung hat %'%¢"12_ Obwohl Uber die Funktion der GR in der Plazenta
wenig bekannt ist, scheint in anderen Geweben die etwas weniger bekannte GRa B-Isoform
(91 kDa) die GR-Funktion starker zu entfalten . Im Rahmen dieser Arbeit konnte eine
signifikante Erhdhung der GRa-Proteinlevel bei Ubergewicht (Gruppe II) im Vergleich zum
Normalgewicht (Gruppe 1) gezeigt werden, die in der Tendenz bei gleichzeitigem Vorliegen
von Ubergewicht und GDM (Gruppe Il1) wieder riicklaufig ist. Fiir den GR (gesamt) zeigte sich
ein ahnliches Bild, hierbei zeigten sich allerdings keine signifikanten Unterschiede, was

moglicherweise auch an der Miterfassung der inhibitorischen GRp liegen konnte.

5.5 Starken und Limitationen
Im Rahmen dieser Arbeit wurden 56 normalgewichtige (Gruppe 1), 49 nicht-diabetische,
Ubergewichtige (Gruppe Il) und 42 diabetische, Ubergewichtige Schwangere, ihre Plazenten
und ihre Einlinge untersucht. Auch im Rahmen der gqRT-PCR und der Western Blots konnte
eine grof3e, hauptsachlich nur durch die Versuchsbedingungen selbst eingeschrankte,
Probenzahl analysiert werden. Die genaue Betrachtung und Einteilung der beiden
Ubergewichtigen Versuchsgruppen anhand des GDM ermdglicht einen direkten Vergleich zum
Vorliegen eines GDM, da in den meisten GDM-Studien das Ubergewicht als eigener
Einflussfaktor nicht separiert wurde. Leider ist aufgrund der geringen Anzahl in der
Studienkohorte eine Analyse auch der normalgewichtigen, diabetischen Schwangerschaften
nicht moglich gewesen. Die grofl3e StudiengrofRe und damit einhergehende hohere Effektstarke
wurde insofern eingeschrankt, dass nicht alle Patientinnen-Plazenta-Neugeborenen Paare im
Rahmen dieser Arbeit ausgewertet werden konnten, da weitere Ausschlussgrinde wie
beispielsweise das Rauchen oder eine erhohte iatrogene GC-Exposition (z.B. Uber eine
Lungenreifeinduktion) beachtet werden mussten. Aullerdem konnte nicht zu allen
Patientinnen-Plazenta-Neugeborenen Paaren alle Blutwerte analysiert werden, da teilweise
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Blutproben nicht oder nicht ausreichend vorhanden waren. Die Studienpopulation spiegelt mit
ihrem bewusst hohen Vorkommen von Ubergewicht und GDM nicht die Allgemeinbevélkerung
wider, sondern soll im Gegenteil eine eher angeglichene Untersuchungsgruppengrdfe fur die
hdhere statistische Evidenz abbilden.

Im Rahmen der gRT-PCR ergaben sich einige Probleme im Sinne von starken Schwankungen
der Referenzgene, die eine Fehleranalyse nétig machten. Im Rahmen der unternommenen
Schritte (insbesondere der vorgenommenen Probenverdinnung) konnte es zu einer
Abschwachung von Effekten auf mRNA-Ebene gekommen sein. Auf der anderen Seite ist
durch die mehrfache Messung und der genauen Analyse der Referenzgene mittels qBase+
eine Verfalschung der Versuchsergebnisse aufgrund von Schwankungen der Referenzgene
in Ubergewichtiger oder bei gleichzeitig auch diabetischer Schwangerschaft minimiert worden.
Weiterhin konnte die GC-Plazentaschranke nicht abschliefend, wie in der Fragestellung der
Arbeit formuliert, analysiert werden, da es uns nicht gelang die ABCB1-Genexpression
darzustellen, genauso wenig wie die 113-HSD1-Proteinmenge.

Es wurden weiterhin nur der villése Anteil der Plazenta auf die beteiligten Gene und ihre
Proteine untersucht, nicht jedoch die maternale Dezidua oder die fetale Seite. Auch der
Zeitpunkt der Analysen (Reifgeborene Kinder, geplante Sectio) ist im Rahmen der humanen
Studienpopulation aus ethischen Griinden nicht beeinflussbar. In einigen Tierversuchsstudien,
wurde insbesondere fir den GR und das p-GP eine niedrigere Genexpression und
Proteinmenge am Ende der Schwangerschaft festgestellt '2°'2317¢_ Eine Abbildung (iber den

Verlauf der Schwangerschaft war aus ethischen Grinden ebenfalls nicht moglich.

5.6 Fazit und Ausblick

Die Plazentaschranke flr GC scheint den Fetus sehr gut zu schitzen. Wahrend die maternalen
Cortisolspiegel in dieser Studienkohorte signifikant negativ mit dem BMI korrelierten, zeigte
sich kein nachweisbarer Unterschied in den fetalen Cortisolspiegeln. Diese Beobachtung deckt
sich mit zahlreichen Studien '®'**'%_Die fetalen Cortisolspiegel ohne Unterschied nach GDM-
oder Ubergewichtiger Schwangerschaft wie auch die Haar-Cortisol-Analysen von Cohen et al.
im Kindes- und Jugendalter aus diabetischer Schwangerschaft bestatigen die Vermutung,
dass die kindliche HPA-Achse nicht durch die Geburt aus Ubergewichtiger oder diabetischer
Schwangerschaft beeinflusst wird . Allerdings bedeutet dies nicht, dass die erniedrigten
maternalen Cortisolspiegel in adipéser und Ubergewichtiger Schwangerschaft keine

Auswirkungen auf das metabolische Risiko der Kinder haben kdnnen.

In diabetischer Schwangerschaft zeigte sich eine signifikante Erhohung der 113-HSD2 auf
mRNA-Ebene, hier lieR sich zwischen den Gruppen Ubergewicht ohne GDM und Ubergewicht
mit GDM eine signifikante Erhohung der HSD11B2-mRNA-Expression nachweisen. Auf
Proteinebene zeigte sich jedoch keine signifikante Veranderung. Eine weitere Studie kommt
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zu einem ahnlichen Ergebnis mit einer erhéhten HSD11B2-mRNA-Expression in diabetischer
Schwangerschaft, auf Proteinebene lieR sich hier jedoch keine Veranderung mehr abbilden 7.
Fiar die Cortison-aktivierende 11B-HSD1 konnten keine Veranderung auf mRNA-Ebene
nachgewiesen werden, weder nach Vorliegen eines GDM in Ubergewichtiger Schwangerschaft
noch nach dem maternalen BMI. Diese Aussage wird eingeschrankt durch einen frustranen
Western Blot, in dem die 113-HSD1 nicht spezifisch im villdsen Anteil der Plazenta dargestellt
werden konnte. In anderen Studien zeigte sich vor allem eine Expression in der Dezidua sowie
in den fetalen Geweben jenseits der Plazenta %'74_ Ein méglicher Effekt in der maternalen
Dezidua ist also nicht genauer untersucht worden. Die Fragestellung der Aufhebung einer GC-
Schutzfunktion in der Plazenta Uber eine erhéhte Cortison-Expression des Fetus, welches
wiederum auf fetaler Seite mittels 113-HSD1 zu Cortisol aktiviert werden kénnte, sollte Ziel
zukunftiger Untersuchungen sein '7#,

Insgesamt konnte ein hoherer maternaler Cortisolspiegel mit steigendem maternalen BMI
nachgewiesen werden sowie ein hoherer maternaler Cortisolspiegel bei gemeinsamem
Vorliegen von GDM und Ubergewicht (im Vergleich zum Normalgewicht ohne GDM). Ein
hdherer Cortisolspiegel korreliert auch mit dem plazentaren GR-Proteinlevel, welches sich vor
allem bei uUbergewichtiger Schwangerschaft ohnne GDM erhoht zeigte (im Vergleich zum
Normalgewicht). Die Funktion der plazentaren GR ist weitgehend unverstanden und sollte im

Rahmen weiterer Experimente noch naher analysiert werden.
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