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1. Zusammenfassung

Mit weltweit seit Jahren steigenden Pravalenzen von Ubergewicht (Body Mass Index (BMI) =
25 kg/m?) und Adipositas (BMI = 30 kg/m?) in samtlichen Altersstufen nimmt folglich auch die
Zahl an Frauen im gebarfahigen Alter mit einem erhdhten BMI kontinuierlich zu und
Ubergewicht und Adipositas in der Schwangerschaft werden zu einem weit verbreiteten
Problem.

Betroffene Frauen und deren ungeborene Kinder sind einem erhohten Risiko fur
geburtshilfliche Komplikationen ausgesetzt. Im Vergleich zu normalgewichtigen Schwangeren
entwickeln sie haufiger einen Gestationsdiabetes (GDM) und eine
schwangerschaftsassoziierte Hypertonie bis hin zur Praeklampsie. Bei Vorliegen eines GDM
werden die Kinder haufig makrosom und mussen per Kaiserschnitt entbunden werden, um
keine Geburtsverletzungen zu erleiden. Auch Tot- und Friihgeburten treten bei einem erhéhten
maternalen BMI mit gréRerer Wahrscheinlichkeit auf.

Die Plazenta dient der Versorgung des heranwachsenden Kindes mit Sauerstoff und
Nahrstoffen, gleichzeitig sollen schadliche Faktoren moglichst nicht in den fetalen Kreislauf
gelangen. Fir diese Aufgaben ist eine funktionierende Plazentaschranke essentiell. Die
Entstehung von Komplikationen in der Schwangerschaft wie ein GDM oder eine Praeklampsie
werden mit einer plazentaren Dysfunktion in Verbindung gebracht. Bei maternalem
Ubergewicht und Vorliegen eines GDM kann es zu einem verstarkten inflammatorschen Milieu
kommen, sowohl im maternalen Kreislauf, als auch in der Plazenta selbst, welches
beispielsweise die Zell-Zell-Kontakte (Adherens Junctions, AJ) der an der Plazentaschranke
beteiligten Zellen beeintrachtigen kann. An AJ beteiligte Proteine sind je nach Zelltyp
verschiedene Transmembranproteine wie Cadherine und CD31 (Cluster of differention 31),
sowie B-Catenin, welches die Cadherine mit dem Zytoskelett verbindet. Fir einige dieser
Proteine konnte bei maternalem Ubergewicht bereits eine verringerte Proteinmenge in der
Plazenta nachgewiesen werden.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war, den Effekt von maternalem Ubergewicht und GDM auf
ausgewahlte Proteine, die an Zell-Zell-Verbindungen innerhalb der Plazenta und somit dem
Aufbau der Plazentaschranke beteiligt sind, genauer zu entschlisseln. Auch der mdégliche
Einfluss des  proinflammatorischen Milieus  auf die  Proteinmengen  von
Transmembranproteinen und p-Catenin wurde untersucht. Dafir wurden in humanen
Plazentaproben von Frauen mit Normalgewicht, Ubergewicht und Adipositas mit und ohne
GDM, welche nach elektiven Kaiserschnittgeburten entnommen wurden, die Proteinmengen
von Epithelial Cadherin (E-Cadherin), Placental Cadherin (P-Cadherin), Vascular-Endothelial
Cadherin (VE-Cadherin), CD31 und p-Catenin bestimmt. Auflerdem wurden die
inflammatorischen Marker C-reaktives Protein (CRP) und Interleukin-6 (IL-6) in fetalem und

maternalem Plasma gemessen.



Wir konnten feststellen, dass bei alleinigem maternalen Ubergewicht signifikant mehr E-
Cadherin in villdsen Abschnitten der Plazenten nachzuweisen war als in Plazenten
normalgewichtiger Frauen. Dagegen war bei zusatzlichem Vorliegen eines GDM bei
maternalem Ubergewicht signifikant weniger E-Cadherin in den villdsen Abschnitten der
Plazenten im Vergleich zu den Plazenten von sowohl normalgewichtigen als auch
Ubergewichtigen und adipésen Frauen ohne GDM zu finden. Eine Beeintrachtigung der
plazentaren Barrierefunktion durch die detektierten Veranderungen ist denkbar, bedarf aber
weiterer Untersuchungen. Die anderen untersuchten Proteine zeigten keine signifikanten
Unterschiede in den Gruppenvergleichen. Eine Korrelation zeigte sich zwischen der
plazentaren Proteinmenge von VE-Cadherin beziehungsweise -Catenin und der Menge an
IL-6 im fetalen Plasma: Je héher die nachgewiesen Proteinmenge in den villdsen Abschnitten
der Plazenten, desto weniger IL-6 war im fetalen Kreislauf vorhanden. So schiuitzt die Plazenta

das ungeborene Kind moglicherweise vor schadlichen Einflissen.



2. Einleitung

21. Adipositas in der Schwangerschaft

2.1.1. Adipositas: Pravalenz und Problematik
Ubergewicht und Adipositas werden zunehmend zu einem globalen Problem. Uersientin 1 \/op
1980 bis 2013 ist der Anteil an Ubergewichtigen und adipésen Frauen von 29,8% auf 38,0%
gestiegen, der Anteil bei Mannern von 28,8% auf 36,9%. Betroffen sind dabei nicht nur
Industriestaaten, sondern ebenso Entwicklungsléander.? Die National Health and Nutrition
Examination Survey hat in den USA einen Anstieg von Adipositas sowohl bei Jugendlichen als
auch bei Erwachsenen aufgezeigt.® Schaut man sich Zahlen aus Deutschland an, so stellt man
fest, dass insgesamt 54% aller Frauen und Manner entweder Ubergewichtig oder adip6s sind.
Dabei zeigt sich ein Anstieg des durchschnittlichen Body Mass Index (BMI) mit steigendem
Alter, sowie mit abnehmendem Bildungsniveau.* Jedoch ist auch bei Menschen unter 35
Jahren in den letzten Jahren ein Anstieg der Adipositaspravalenz zu verzeichnen.*® So hatten
auch in den USA von 2007 bis 2008 34% der Frauen im gebarfahigen Alter (20-39 Jahre)
einen BMI Uber 30 kg/m?, wahrend es 8 Jahre zuvor noch 28,4 % waren.®
Ubergewicht und Adipositas werden in den meisten Fallen mit Hilfe des BMI gemessen und
angegeben. Dieser berechnet sich aus dem Koérpergewicht in Kilogramm geteilt durch das
Quadrat der KorpergroRRe in Metern (kg/m?). Die Weltgesundheitsorganisation (WHO) definiert
Normal- bzw. Ubergewicht folgendermaRen: Ein BMI von 18,5 bis 24,9 kg/m? gilt fir
Erwachsene als Normalgewicht. Von Ubergewicht spricht man bei einem BMI von 25 bis 29,9
kg/m2. Ein BMI (iber 30 kg/m? wird als Adipositas bezeichnet.’
Problematisch sind Ubergewicht und Adipositas vor allem deshalb, weil sie mit zahlreichen
Komorbiditadten verbunden sind. Neben psychischen Beeintrachtigungen wie Depressionen
oder Angststérungen durch Diskriminierung aufgrund des Kérpergewichtes® zahlen dazu vor
allem Bluthochdruck und Diabetes mellitus Typ 2. Daruber hinaus stellt ein erhdhter BMI einen
Risikofaktor fur kardiovaskulare Erkrankungen und bestimmte Krebsarten (z.B. Kolorektal-,
Endometrium- oder Nierenkarzinom) dar. Uoersichtin 9
Auch in der Schwangerschaft haben Ubergewicht und Adipositas eine zunehmende
Bedeutung, denn laut einer Studie aus Wisconsin wiesen Uber die Halfte der Frauen vor Eintritt
in die Schwangerschaft bereits einen erhéhten BMI auf (26,3% BMI >25 kg/m? 27,8%
BMI>30kg/m?).™
In zahlreichen Studien ist belegt, dass bei mitterlichem Ubergewicht bzw. mitterlicher
Adipositas, welche bereits vor der Schwangerschaft besteht, das Risiko fiir zahlreiche
schwangerschaftsassoziierte und geburtshilfliche Komplikationen fir Mutter und Kind erhoht
ist. Dazu zahlen auf Seiten der Mutter die Entwicklung eines Gestationsdiabetes (GDM), einer
schwangerschaftsassoziierten Hypertonie'' sowie einer Praeklampsie.'" '? Das Risiko dieser

ernstzunehmenden Schwangerschaftskomplikation mit schweren moglichen Folgen fur Mutter
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und Kind Upersientin 13 7eigt sich bei einem maternalen BMI von 30 kg/m? im Vergleich zu einem
BMI von 21 kg/m? fast verdreifacht."? Das Kind wird dariiber hinaus durch erhéhte Friihgeburts-
und sogar Todgeburtsraten gefahrdet. Upersictin 14

Nicht zu vernachlassigen ist die Tatsache, dass die Kinder Ubergewichtiger Mutter ein
erhohtes Risiko tragen, selbst einmal Ubergewichtig oder adipds zu sein: Eine Studie aus dem
Jahr 2015 fand heraus, dass mit steigendem mdutterlichen BMI vor der Schwangerschaft auch
der Korperfettanteil des Neugeborenen, sowie sein gesamtes Geburtsgewicht ansteigt.’
Kinder mit einem erhdhten Geburtsgewicht zeigen wiederum eine hdhere Pravalenz flr

Ubergewicht im Kindergarten- und Schulalter.®

2.1.2. Gestationsdiabetes

Als GDM bezeichnet man eine Glukoseintoleranz, die sich wahrend der Schwangerschaft
entwickelt, Ubersient in 1718 D5 die Unterscheidung zwischen einer zuvor unentdeckten
Diabeteserkrankung und einer tatsachlich in der Schwangerschaft entstandenen
Glukoseintoleranz schwierig sein kann, empfiehlt die American Diabetes Association vor dem
Hintergrund der steigenden Pravalenz von Typ-2-Diabetes, alle Frauen mit Risikoprofil schon
in der frihen Schwangerschaft auf eben diesen zu testen. Hierfir werden die Bestimmung des
Nuchternblutzuckers, des Hamoglobin A1c (HbA1c) oder die Durchfliihrung eines oralen
Glukosetoleranztests (0GTT) herangezogen. Fallt diese Vortestung nicht pathologisch aus, so
wird zwischen der 24. und 28. Schwangerschaftswoche (SSW) der regulare oGTT mit 75¢g
Glukose zur Detektion eines mdglichen GDM durchgefiihrt. Der Nichternblutzucker sowie der
Wert ein und zwei Stunden nach Aufnahme der Glukose werden bestimmt und bei Vorliegen
eines Wertes oberhalb des Grenzwerts wird ein GDM diagnostiziert.'® Auch in Deutschland
soll laut S3 Leitlinie zur Diagnostik eines GDM zwischen der 25.-28. SSW bevorzugt ein oGTT
mit 75g Glukose eingesetzt werden. Auch ein 50g oGTT ist mdglich, dieser sollte durch einen
Nuchternblutzucker erganzt werden. Je nach Hohe des Blutzuckers nach einer Stunde wird
ein oGTT mit 75g angeschlossen.' Bei Vorliegen eines GDM sollte laut Leitlinie 1-3 Monate
nach der Geburt noch einmal getestet werden, ob sich die Glukosetoleranz wieder normalisiert
hat.18’ 19

Wahrend der Schwangerschaft kommt es durch die Ausschuttung verschiedener Hormone
durch die Plazenta, darunter das Humane Plazenta Lactogen (HPL) und Plazentare
Wachstumshormon (PGH), zu einer Insulinresistenz in der Leber, den Muskeln und dem
Fettgewebe der Mutter. Hierdurch wird die Versorgung des Feten mit Glukose sichergestellt.?°
Eine ausbleibende kompensatorische Hyperinsulinamie der Mutter wird als Ursache der

Ubersicht in 17, 20, 21 Nyja |nsulinresistenz kann bei

| Ubersicht in 17, 22

Entstehung eines GDM angesehen.

Ubersicht in 17

fortgeschrittenem maternalen Alter und einem erhéhten BM verstarkt

auftreten. Weitere Risikofaktoren fur die Entwicklung eines GDM sind mangelnde korperliche
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Aktivitat Ueersiehtin 23 - qas \orliegen eines GDM in einer vorausgehenden Schwangerschaft 2
sowie eine genetische Veranlagung. Ubersiont in17. 25

Ein GDM ist mit zahlreichen Risiken fur Mutter und Kind behaftet. Die Kinder sind durch das
Uberangebot an Glukose und die konsekutiv vermehrte Insulinausschiittung haufiger
makrosom.?® 2 Damit einhergehend muss haufiger per Kaiserschnitt entbunden werden®, bei
einer natiirlichen Geburt besteht die Gefahr einer Geburtsverletzung.?® Dariiber hinaus kann
es postpartal zu einer fetalen Hypoglykdmie kommen.?® Langfristig ist durch den GDM das
kardiovaskulare Risiko der Mutter erhoht, da betroffene Frauen haufiger Ubergewicht,
hypertensive Blutdruckwerte, eine Dyslipiddmie oder eine Insulinresistenz bis hin zu einem
Typ-2-Diabetes entwickeln. Ueersiont in 29 Der adaquaten Behandlung des GDM und der
Normalisierung der hyperglykdmen Stoffwechsellage kommen daher eine enorme Bedeutung
zu. In vielen Fallen sind eine moderate Restriktion der zugefuhrten Kalorien und regelmafige
korperliche Aktivitat ausreichend. Kommt es hierdurch nicht zu einer Normoglykamie, kann mit
Insulin behandelt werden. Ubersiehtin 30 Eine weitere Méglichkeit kann das Medikament Metformin
darstellen. Eine Einnahme wahrend der Schwangerschaft hat sich bislang als sicher und der

Insulintherapie als nicht unterlegen erwiesen. Upersicntin 31

2.1.3. Fetale Risiken
Maternales Ubergewicht hat neben den genannten Schwangerschaftskomplikationen, die das
Kind sekundar betreffen, auch direkte Auswirkungen auf den kindlichen Outcome. Hier sind
vor allem ein pathologisches Geburtsgewicht des Kindes sowie das Vorkommen von Frih-
und Fehlgeburten als mdgliche Konsequenzen zu nennen.
Ubergewichtige und adipése Schwangere haben ein erhéhtes Risiko, sowohl makrosome
Kinder als auch Kinder mit erhéhtem Geburtsgewicht zur Welt zu bringen. Ubersicntin 14,32.33 \/op
einer Makrosomie spricht man, wenn das Geburtsgewicht des Kindes mehr als 4000g
betragt.>* *° Alternativ kann zur Klassifizierung des Gewichtes bei der Geburt auch der Begriff
,Large for gestational age” (LGA) verwendet werden. Ein Neugeborenes, das bei der Geburt
mehr wiegt als 90% der Kinder gleichen Alters, wird als LGA bezeichnet U0esicntin 33 qer Begriff
ist somit unabhingig vom Gestationsalter bei Geburt. UPersientin 36
Neben maternalem Ubergewicht stellt auch ein GDM einen weiteren Risikofaktor fiir ein
erhohtes Geburtsgewicht dar.2% 27 Ubersichtin 33 fyia Kombination aus Diabetes und miitterlichem
Ubergewicht erhoht das Risiko einer Makrosomie zusétzlich, verglichen mit alleinigem
maternalem Ubergewicht.?’
Schwangerschaften, in denen eine fetale Makrosomie auftritt, sind mit hohen Risiken fur Mutter
und Kind behaftet: Totgeburten treten bei einem Geburtsgewicht von mehr als 4500g haufiger
auf und auch lebend geborene Kinder zeigen eine erhdhte neonatale Mortalitat, beispielsweise

aufgrund einer Asphyxie oder Infektionen.? Dariiber hinaus tragen die Neugeborenen von der
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2.2,

Geburt oft Verletzungen des Plexus brachialis oder der Clavicula durch eine Schulterdystokie
davon. Ubersieht in 36 Makrosome Kinder werden daher haufig per Kaiserschnitt zur Welt
gebracht® *, was allerdings das Risiko fiir die Entwicklung von Atemwegsinfektionen und
Asthma erhoht. Upersient in 37 Assoziiert mit einer fetalen Makrosomie kommt es auBerdem
haufiger zu Chorioamnionitiden, Dammrissen und postpartalen Blutungen.® Ebenfalls nicht zu
vernachlassigen ist der Befund, dass makrosome Neugeborene im Vergleich zu
Neugeborenen mit normalem Geburtsgewicht mit grofierer Wahrscheinlichkeit auch in ihrem
spateren Leben adipos werden, '8 Ubersiohtin 32, 38

Wahrend in den meisten Studien einhergehend mit dem bei maternaler Adipositas erhéhten
Risiko fur eine fetale Makrosomie ein geringeres Risiko fur ein Geburtsgewicht von weniger
als 2500g beschrieben wird UPersientin 1432 gint es quch vereinzelt Studien, die Gegensatzliches
berichten. In einer rumanischen Studie kam es mit steigendem BMI der Mutter zu einer
ansteigenden Rate an intrauterinen Wachstumsretentionen (IUGR).** Auch in einem
Mausmodell brachten die Ubergewichtigen Muttertiere zunachst signifikant leichtere
Nachkommen zur Welt, allerdings waren diese bereits 3 Wochen nach der Geburt schwerer
als die Nachkommen der normalgewichtigen Muttertiere.*°

Maternales Ubergewicht erhoht zudem das Risiko fiir eine Totgeburt Uersioht in 14; 20, Ubesieht in 22
welche nicht nur bei einer Makrosomie?®, sondern auch bei einer fetalen Wachstumsrestriktion
auftreten kann.*'

AuBerdem kommen die Kinder (ibergewichtiger Miitter haufiger zu friih auf die Welt. U0ersintin
14.22:42 \Jermehrt auftretende Fehbildungen stellen ein weiteres Risiko fiir das Neugeborene

da und beeintrachtigen seinen Gesundheitszustand. Ubersicht in 14; 20, Ubersichtin 22

Die Plazenta bei Gestationsdiabetes und Adipositas in der Schwangerschaft

2.2.1. Funktion und Aufbau der humanen Plazenta

Die im Durchschnitt 500g schwere, reife humane Plazenta besteht aus der Basalplatte, welche
der maternalen Dezidua zugewandt ist, sowie der Chorionplatte auf der fetalen Seite.
Zwischen Basal- und Chorionplatte befindet sich der intervillése Raum. Dieser wird von
Zottenbaumen durchzogen, welche aus der Chorionplatte entspringen. Einige Zotten sind als
Haftzotten mit der Basalplatte verwachsen, wodurch die Plazenta an der Dezidua verankert
wird. Der intervilldse Raum wird ab der 10. SSW von mitterlichem Blut geflllt und der
Stoffaustausch zwischen maternalem und fetalem Kreislauf wird etabliert. Zuvor ernahrt sich
der Keim von Glykogen und Lipiden der Dezidua.

Die Plazenta bildet sich aus dem &uferen Teil der Blastozyste, dem Trophoblast. Der
Trophoblast differenziert sich in Zytotrophoblast und Synzytiotrophoblast. Alle Zellen des
Trophoblasten, die mit mitterlichem Gewebe in Kontakt kommen, fusionieren zu einem

vielkernigen Zellverbund. Ab dem 9. Tag bilden sich in diesem Synzytium Lakunen aus, durch
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welche die Zytotrophoblasten migrieren und somit zunachst Priméar-, spater Sekundar- und
Tertiarzotten ausbilden. In den Haftzotten gibt es zudem Zytotrophoblasten, die durch den
Synzytiotrophoblasten hindurch und bis in die Dezidua und das Myometrium vordringen. Man
bezeichnet sie als extravillése Trophoblasten. (aus: Lullmann-Rauch R, Paulsen F.
Taschenlehrbuch Histologie)** Die endovaskuldren extravilldsen Trophoblasten verankern als
interstitielle Trophoblasten die Plazenta in Dezidua und Myometrium.**

Der Stoffaustausch zwischen fetalem und maternalem Blut findet Uber die Plazentaschranke
stat: Sie besteht aus dem Synzytiotrophoblast und dem Zytotrophoblast sowie Mesenchym,
der Basallamina und dem Endothel der fetalen Kapillare. Ab der zweiten Halfte der
Schwangerschaft wird sie zunehmend dinner und die Diffusionsstrecke somit kurzer.
Wahrend Gase und hydrophobe Stoffe die Plazentaschranke passiv passieren, werden
hydrophile Molekiile selektiv durch den Synzytiotrophoblasten geschleust. Fiir Aminosauren
und Glukose gibt es Transportproteine, die in der Plasmamembran des Synzytiotrophoblasten
sitzen. Einige Arznei- oder Schadstoffe kénnen mittels Export-Pumpen wieder hinaus in den

intervilldsen Raum transportiert werden.*

2.2.2. Inflammation
Jede Schwangerschaft ist mit einer streng regulierten Entziindungsreaktion des mutterlichen
Organismus verbunden. YPersientin45.46 |m \/erlauf der Schwangerschaft nimmt die Sekretion von
Tumor-Nekrose-Faktor-a (TNF-a) durch plazentare Makrophagen stetig zu *" und auch im
Serum schwangerer Frauen steigt die Konzentration von TNF-a mit zunehmendem
Gestationsalter an.*®* Dies koénnte einer verstarkten Immunabwehr am Ende der
Schwangerschaft dienen.*” Auch das Makrophagen-Chemoattraktor-Protein-1 (MCP-1) und
das C-reaktive Protein (CRP) sind im Serum schwangerer Frauen erhoht, Ubersichtin 46;49
Adipositas setzt den Korper einer leichten, aber chronischen Entzindung, der sogenannten
Metainflammation, aus. Durch UbermaRige Kalorienzufuhr wird das an Volumen zunehmende
Fettgewebe von Makrophagen infiltriert und es werden vermehrt proinflammatorische
Mediatoren wie TNF-a und Interleukin-6 (IL-6) sezerniert. Dies wirkt sich auf den Glukose- und
Lipidstoffwechsel aus und kann unter anderem zur Insulinresistenz fiihren, Ubersichtin 46, 50,51
Bei gleichzeitigem Vorliegen einer Schwangerschaft und maternaler Adipositas scheinen sich
die genannten Effekte zu addieren. Die Konzentrationen von IL-6 und CRP im Blut
Ubergewichtiger Schwangerer sind im Vergleich zu normalgewichtigen Schwangeren
nochmals erhoht, Uversicht in 46: 48 Eiyr TNF-a konnte dieser Zusammenhang nicht eindeutig
gezeigt werden.*?
Auch in der Plazenta selbst wurde bei maternaler Adipositas ein verstarktes
Entzindungsmilieu beschrieben. Die Plazenten adipdser Frauen weisen Ansammlungen von

Makrophagen auf, die wiederum im Vergleich zu Makrophagen in den Plazenten
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normalgewichtiger Frauen vermehrt IL-1 und -6 sowie TNF-a exprimieren.>® AuRerdem werden
bei erhdhtem maternalen BMI die Gene fur IL-1p3, IL-8 und MCP-1 in der Plazenta verstarkt
exprimiert.* Ahnliche Ergebnisse konnten auch in Plazenten aus Schwangerschaften mit
einem GDM gezeigt werden: Unabhangig vom maternalen BMI findet man hier in den
Plazenten mehr CD68 (Cluster of differentiaion 68) positive Makrophagen und eine erhéhte
Proteinmenge von IL-6, IL-13, und TNF-a sowie eine vermehrte Transkription des Gens fur IL-
8.%% % Bei maternalem Ubergewicht wiederum konnten keine veranderten mRNA (messenger
Ribonucleic Acid)-Level von TNF-a und IL-6 in der Plazenta gefunden werden.>

Eine Auswirkung dieser verstarkten Entziindung auf den Fetus im Sinne einer Erhéhung
proinflammatorischer Faktoren im Nabelschnurblut konnte bisher nicht eindeutig

Ubersicht in 46, 85, 57, 58 Djes kann mit der Plazentaschranke

nachgewiesen werden.
zusammenhangen, die beispielsweise von TNF-a nicht passiert werden kann. *® Auch fiir
Interleukine scheint die Plazentaschranke weitestgehend undurchlassig zu sein (aus: Egarter
C, Friese K. Immunologische Diagnostik bei vorzeitigen Wehen)®°, insbesondere fiir IL-8
konnte dies nachgewiesen werden.®’

Die Plazenta selbst wird durchaus durch die vermehrte Inflammation im maternalen System
beeinflusst. TNF-a schrankt bei weiblichen Nachkommen die Funktion der Mitochondrien in
den Trophoblasten im Sinne einer verminderten Zellatmung ein.®? Auch der N&hrstofftransport
der Plazenta wird durch Cytokine beeinflusst: IL-6 und TNF-a stimulieren die Aktivitat des
System A Transportproteins fiir Aminosauren, was fir eine Ubererndhrung des Fetus
mitverantwortlich sein kénnte.®® Ein Bezug zu den erhéhten Komplikationsraten bei adipdsen
Schwangeren ergibt sich auRerdem aus der Beobachtung, dass TNF-a die Apoptose der
villdsen Trophoblasten induzieren kann® und, ebenso wie auch IL-18, zu vorzeitiger
Wehentétigkeit fihren kann.®

Die Metainflammation bei maternaler Adipositas und GDM verandert somit die Umgebung des
Fetus und kann sich auf dessen Entwicklung und den Verlauf der Schwangerschaft auswirken.
Zu den genauen Mechanismen und vor allem der Rolle der Plazenta in diesem verstarkten

Entzindungsmilieu bestehen allerdings noch viele Unklarheiten.

2.2.3. Vaskularisierung
Die Plazenta ist ein stark durchblutetes und vaskularisiertes Organ, da sie fir den
Stoffaustausch zwischen Mutter und Kind in der Schwangerschaft zustandig ist. Ubersicnt in 66
Wahrend des ersten Trimesters wird die uteroplazentare Zirkulation vollstdndig ausgebildet
Ubersicht in 67; 68 nd bis zum frilhen zweiten Trimester nimmt die Anzahl der Kapillaren in den
Plazentazotten sukzessiv zu.®®
Die Ausbildung der villésen Gefalle und damit auch die Funktion der Plazenta wird unter
anderem durch den Vaskularen Endothelialen Wachstumsfaktor (VEGF) und den Plazentaren

Wachstumsfaktor (PGF) beeinflusst. Ueersient in 8 gowohl die Konzentration von PGF im
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maternalen Serum’® als auch die Expression von VEGF in der Plazenta’" kann bei
Komplikationen wie der Praeklampsie verandert sein. Schwangere, die eine Praeklampsie
entwickelten, welche sich durch einen erhéhten Blutdruck (=140/90 mmHg) und meist einer
Nierenbeteiligung mit Proteinurie (2300mg/d) auszeichnet’®, zeigten bereits in der friihen
Schwangerschaft und vor Symptombeginn niedrigere PGF-Konzentrationen in Serum und Urin
als Schwangere mit komplikationsfreiem Verlauf. U*¢s"t" 70 Aych bei Frauen, die ein Small-
for-Gestational-Age (SGA)-Kind (Geburtsgewicht <10.Perzentile) zur Welt brachten, waren zu
Beginn der Schwangerschaft die PGF-Werte im Serum erniedrigt.”®

Neben der Vaskularisierung der Plazentazotten ist auch ein ausreichender Blutfluss zur
Plazenta Uber die maternalen Spiralarterien unverzichtbar fir eine adaquate Plazentafunktion.
Dieser wird durch die Invasion von Trophoblasten in die Spiralarterien und deren Umbau in
GefaRe mit niedrigem Widerstand erreicht, Ubersichtin 66.74 Gelingt dieser Umbau nicht, wie im
Falle einer Praeklampsie oder anderen Pathologien, die die Trophoblasteninvasion
erschweren, kommt es zu einer beeintrachtigten Durchblutung der Plazenta. Dies fihrt unter
anderem zu vermehrtem oxidativem Stress in den Endothelzellen, der das Wachstum neuer
Kapillaren einschrankt und sogar vorhandene Kapillaren schadigen kann. Dadurch wird
schlief3lich die Versorgung des ungeborenen Kindes beeintrachtigt,
Wachstumsverzégerungen und fetale Hypoxie kénnen die Folge sein.”

Auch maternales Ubergewicht hat einen Einfluss auf die GefaRe in der Plazenta: Bei
Ubergewichtigen Ratten konnte ein unvollstandiger Umbau der Spiralarterien beobachtet
werden, da diese von mehr glatten Muskelzellen umgeben waren als die der
normalgewichtigen Kontrollgruppe.” Eigentlich geht die Trophoblasteninvasion mit der
Apoptose der glatten Muskelzellen einher. 7 Gleichzeitig kann es auf einen unreiferen Zustand
der villdsen BlutgefalRe hinweisen, wenn sich zu wenig Smooth-Muscle-Actin in ihrer
GefalRwand befindet.”® " In den Plazenten lbergewichtiger Ratten wurde weniger Smooth-
Muscle-Actin, welches von glatten Muskelzellen exprimiert wird, gefunden. Au3erdem wiesen
diese Plazenten eine hdhere GefaRdichte auf.”® Die vermehrte Anzahl an Kapillaren konnte
ebenfalls in Plazenten Ubergewichtiger Frauen gezeigt werden, wobei aber auch der
Durchmesser der Zotten vergroRert war.®? In den Plazenten (ibergewichtiger Schafe wurde
nach Ablauf der ersten Schwangerschaftshalfte ein groRerer Gefalkdurchmesser mit
konsekutiv erhohtem Blutfluss gefunden.®’

Neben den genannten morphologischen Veranderungen wirken sich maternales Ubergewicht
beziehungsweise maternale Adipositas auch auf die Serumkonzentrationen von
angiogenetischen Proteinen im mutterlichen Serum aus: Die antiangiogenetische 16sliche fms-
ahnliche Thyrosinkinase (sFlIt-1), welche VEGF und PGF binden kann®? ist im Serum
Ubergewichtiger und adipdser Schwangerer erniedrigt, zeigt aber in allen BMI-Klassen einen

ahnlichen Verlauf mit einem Anstieg am Ende der Schwangerschaft. Die Konzentration von
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PGF, einem proangiogenetischem Faktor U*s" " 70 jst ebenfalls bei erhdhtem maternalen BMI

ab dem zweiten Trimester erniedrigt. In Schwangerschaften, die von einer plazentaren
Dysfunktion, welche sich klinisch als Praeklampsie, Plazentaabldsung oder Geburt eines
SGA-Neugeborenen prasentiert, begleitet sind, zeigen sich erhdhte sFlt-1- und erniedrigte
PGF-Werte im miitterlichen Serum im Vergleich zu komplikationslosen Schwangerschaften.®
Die Frage, ob sich ein GDM auf die Plazenta auswirkt, ist in vielen Studien untersucht worden.
Neben der Beobachtung, dass die Plazenten von Frauen mit GDM ein héheres Gewicht als

solche von Frauen mit unverdndertem Glukosestoffwechsel aufweisen®-8

, sind einige
histologische Veranderungen der Plazenta beschrieben worden. Neben einer Unreife der
Zotten, also einer verringerten Anzahl an Terminalzotten, findet man bei Vorliegen eines GDM
vermehrt eine Chorangiose.?” Hierunter versteht man eine hyperplastische GefaRbildung in
den Terminalzotten mit mehr als 10 Kapillaren pro Zotte in mindestens 10 Zotten in einem
zehnfach vergréRertem mikroskopischen Sichtfeld.® Die Chorangiose gilt als reaktive
Veranderung bei chronischer fetaler Hypoxie. Ubersint in 89 Sje ist bei Abwesenheit anderer
hypoxischer Veranderungen der Plazenta als maximale Ausschopfung der funktionellen
Plazentareserven anzusehen. Daher kann sie auch bei einem komplikationslosen
Schwangerschaftsverlauf auftreten, da sie einer dekompensierten Sauerstoffversorgung des
Feten zunachst entgegenwirkt.®® Fiir eine fetoplazentare Hypoxie bei Vorliegen eines GDM
sprechen auch die erhéhten Erythropoetinwerte und die folglich ebenfalls erhéhte Anzahl an
kernhaltigen Vorlauferzellen der Erythropoese im Nabelschnurblut.®”

Maternales Ubergewicht und ein GDM kdénnen somit Uber zahlreiche Mechanismen die
Vaskularisierung der Plazenta beeintrachtigen, was als Erklarungsansatz fiir die erhdhten
Raten an Schwangerschaftskomplikationen herangezogen werden kann. Um die genauen

Zusammenhange zu erklaren, bedarf es weiterer Forschung.

2.2.4. Cadherine und Zellverbindungen in der Plazenta

Cadherine sind eine Gruppe von Transmembranproteinen, die an der Ausbildung von Zell-
Zell-Verbindungen, also Adherens Junctions, Desmosomen, und Synapsen beteiligt sind. Im
Falle der Adherens Junctions (AJ) bilden sie mit ihrer extrazellularen Domane dabei die Zell-
Zell-Verbindung mit einem Cadherin einer benachbarten Zell aus, wahrend die intrazellulare
Domane mit dem Cytoskelett verbunden ist.

Zu den Cadherinen werden tber 100 Proteine gezahlt, die in den verschiedensten Geweben
vorkommen. Epithelial (E-)Cadherin ist unter anderem Bestandteil der AJ zwischen
Epithelzellen, wobei man in Plattenepithelzellen auch Placental (P-)Cadherin findet. Mit ihrer
intrazellularen Domane binden E- und P-Cadherin an g-Catenin oder Plakoglobin, welches die
Interzellverbindung wiederum Uber a-Catenin mit den Aktinfilamenten des Zytoskeletts
verbindet. In den Zell-Zell-Verbindungen zwischen Endothelzellen finden man das Vascular-
Endothelial (VE-)Cadherin. Upersicntin 90
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Cadherine stellen jedoch nicht nur eine starre Verbindung zwischen Zellen dar. Sie sind an
der Ausbildung der Zellpolaritat beteiligt und spielen dariber hinaus eine wichtige Rolle in der
Embryonalentwicklung: Uber die Expression von Cadherinen schlieBen sich Zellen zu
Zellverbanden zusammen, wahrend sie sich von Zellen, die ein anderes Cadherin exprimieren,
trennen. Ubersicht in 90

Bei der Ausbildung der Plazenta und dem Umbau der Spiralarterien der Dezidua spielt E-
Cadherin eine entscheidende Rolle: Wahrend der Plazentation unterscheidet man
verschiedene Typen von Trophoblastenzellen. Neben den zu einem Synzytium fusionierten
Synzytiotrophoblasten und den Zytotrophoblasten, welche an der Ausbildung der Zotten der

Plazenta beteiligt sind und mit inren Nachbarzellen in definiertem Kontakt stehen 391

, gibt es
die extravilldsen Trophoblasten. Letztere verlassen ihren urspringlichen Zellverband und
dringen in das Interstitium und die Spiralarterien sowie in die venésen und lymphatischen
GefaRe des Uterus ein. Uersientin 92 Hierfiir ist die verminderte Proteinmenge von E-Cadherin in
den extravilldsen Trophoblasten von Bedeutung, da nur durch die Verringerung der Zell-Zell-
Kontakte der invasive Charakter der Zellen entstehen kann.®*% Bei einem spontanen Abort
konnte diese Herunterregulation des E-Cadherins in den extravillésen Trophoblasten nicht
nachgewiesen werden.®®> Eine unzureichende Trophoblasteninvasion und ein somit
beeintrachtigter Umbau der uterinen Gefalle wird als eine der Entstehungsursachen der
Praeklampsie angesehen. Auch hierfir wird unter anderem eine fehlende Reduktion der
Expression von E-Cadherin in den extravillssen Trophoblasten verantwortlich gemacht.®
Ubersichtin 9 Nyie Spiralarterien bleiben dadurch konstriktive GefaRe mit hohem Widerstand®” %,
was eine Hypoperfusion der Plazenta zur Folge hat 82 Ubersichtin 99

Im Gegensatz dazu kann eine zu stark verminderte Expression von E-Cadherin zur
Entstehung einer Plazenta percreta, also einer exzessiven Invasion der Trophoblasten in die
Dezidua, beitragen.'® E-Cadherin verhindert also ein (iberméaRiges Eindringen von Zellen in
ein Gewebe, was mit seiner Funktion als Tumorsuppressor vereinbar ist. Ubersioht in 90 |y
Mausmodell konnte in den Plazenten Ubergewichtiger Mause eine signifikant reduzierte E-
Cadherin Menge im Vergleich zu normalgewichtigen Mausen nachgewiesen werden.'"
Wiahrend P-Cadherin das hauptséchliche Cadherin in der Maus-Plazenta darstellt'®?, spielt es
in der menschlichen Plazenta im Vergleich zu E-Cadherin eine untergeordnete Rolle.'® Es
kdnnte aber dennoch fir die Aufrechterhaltung der Schwangerschaft von Bedeutung sein,
denn in Plazentaproben von Aborten wurde weniger P-Cadherin nachgewiesen als in
komplikationslosen Schwangerschaften.'®

VE-Cadherin spielt als Bestandteil der AJ des Endothels eine Rolle in der Regulation der

t Ubersicht in 105 106, Ubersicht in 107

Endothelpermeabilita sowie der Zellproliferation und der Apoptose.
Die durch VE-Cadherin vermittelte Zell-Adhdsion wird unter Exposition mit

proinflammatorischen Zytokinen wie TNF-a eingeschrankt, was die Gefalkipermeabilitat
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erhoht.'® VE-Cadherin wird auch im Zytotrophoblast und im Synzytiotrophoblast der humanen
Plazenta exprimiert.'® Hier stabilisiert es den VEGF-Rezeptor in der Zellmembran, wodurch
fir das Uberleben der Zelle gesorgt wird."® Darliber hinaus findet man VE-Cadherin in
extravillosen Trophoblasten. Wird die Expression gezielt ausgeschaltet, ist sowohl die Invasion
der Trophoblasten in die Dezidua als auch der Umbau der Spiralarterien eingeschrankt, was
zu einer beeintrachtigten Plazentafunktion fiihrt.'®

Eine verminderte Expression von VE-Cadherin oder dessen diskontiuierliche Verteilung im
Endothel sind mit einer erhdhten Gefallpermeabilitdt assoziiert. Dies ist beispielsweise bei
Praeklampsie beobachtet worden."'%"'2 Durch Faktoren wie VEGF kann die Funktion von VE-
Cadherin und damit auch die Gefalidurchlassigkeit moduliert werden: Das pro-
angiogenetische VEGF-Aigsa verursacht Briche in den Zellverbindungen und erhéht die
Permeabilitat. Dieser Effekt kann durch VEGF-Asgsb verhindert werden.'"® Dariiber hinaus
wurde bei Vorliegen eines GDM weniger VE-Cadherin in den Endothelzellverbindungen der
Plazenta gefunden als in Proben von komplikationsfreien Schwangerschaften.'*

Neben VE-Cadherin besitzt auch CD31 eine zellverbindende Funktion in Endothelien. Es
reguliert die Gefallpermeabilitat und ist an der Vermittlung der Leukozytendiapedese beteiligt.
Ubersichtin 115117 E5 jst auBerdem wichtig fiir die Angiogenese und schiitzt die Endothelzellen im
inflammatorischen Milieu vor Apoptose.''”'"® Unter dem Einfluss maternaler Adipositas ist die
CD31 Menge in der Plazenta im Mausmodell signifikant verringert.'’

B-Catenin verbindet die Cadherine Uber a-Catenin mit den Aktinfilamenten des Zytoskeletts
und sorgt damit fir eine sichere Verankerung der AJ. Ubesiht in 90 |n den Plazenten
Ubergewichtiger Mause ist die Menge an p-Catenin im Vergleich zu Plazenten
normalgewichtiger Mause reduziert.'”" Darliber hinaus Gibernimmt s-Catenin in verschiedenen
Signalwegen, wie dem Wingless-INT Gen (Wnt)/g-Catenin- und dem Nuclear Factor kappa-
light-chain-enhancer of activated B-cells-Signalweg (NF-kB Signalweg) eine regulierende
Funktion. So werden in zahlreichen Geweben verschiedene Effekt erzielt, darunter die
Expression von Zielgenen, die in der Zellproliferation, der Zelldifferenzierung oder der
Immunantwort von Bedeutung sind. Ubesientin 119 Aych in der Plazenta werden viele Liganden
des Wnt/p-Catenin-Signalwegs exprimiert. B-Catenin spielt als Transkriptionsfaktor tber
diesen Signalweg eine Rolle bei der Invasion der Trophoblasten und der Ausbildung der
Plazenta."®® '?'  Erhéhtes Vorhandensein des Wnt5a-Liganden scheint die
Trophoblasteninvasion zu erschweren und die Menge an als Transkriptionsfaktor
fungierendem p-Catenin in den Zellen herabzusetzen. Eine abweichende Expression
bestimmter Liganden wie z.B. Wnt5a kénnte somit ebenfalls Uber eine veranderte Menge S-
Catenin zu einer beeintrachtigten Plazentation fihren.'? Bei Vorliegen eines GDM wurde
weniger plazentares f-Catenin nachgewiesen als in den Plazenten von Frauen mit erhaltener

Glucosetoleranz.™*
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Eine veranderte Expression oder Funktionalitat der Bestandteile der Zellverbindungen konnte
also zu einer eingeschrankten Funktion der Plazenta und damit zu Komplikationen wahrend

der Schwangerschaft flhren.

2.3. Fragestellung

Als Erklarungsansatz fur die erhohte Rate an Schwangerschaftskomplikationen bei
vorbestehender maternaler Adipositas wird eine plazentare Dysfunktion diskutiert. Wodurch
diese aber genau bedingt wird, ist nicht vollstandig geklart. Vorarbeiten der Arbeitsgruppe
konnten im Tiermodell eine verringerte Menge an E-Cadherin und CD31 sowie tendenziell von
S-Catenin in den Plazenten (ibergewichtiger Mause zeigen.'®" Dariiber hinaus finden sich in
der Literatur Hinweise darauf, dass bei einem GDM die Menge an g-Catenin und VE-Cadherin
in humanen Plazentaproben ebenfalls erniedrigt sind."™*

Basierend auf dieser Datenlage wird als Hypothese dieser Doktorarbeit angenommen, dass
bei einem erhéhten maternalen BMI allein oder dem zusatzlichen Vorliegen eines GDM die
Proteinmenge der interzellularen Adhasionsmolekule (E-Cadherin, P-Cadherin, VE-Cadherin,
CD31) und p-Catenin in der humanen Plazenta verandert ist. Weiterhin wird angenommen,
dass durch erhohte zirkulierende Entzindungsmarker im maternalen Plasma die
Plazentafunktion eingeschrankt wird. Der Zusammenhang zwischen Metainflammation und
Zell-Zell-Verbindungen in der humanen Plazenta soll dabei im Fokus stehen. Die genannten
Veranderungen kénnten eine Beeintrachtigung der Plazentafunktion, welche sich negativ auf

die Entwicklung des Kindes auswirkt, nach sich ziehen (Abb.1).

Maternale Adipositas &
l Gestationsdiabetes
Metainflammation ?

»| Plazentare Zellverbindungen

v

Plazentare Dysfunktion

v

Beeintrachtigtes fetales Outcome
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Abbildung 1: Arbeitshypothese Es wird postuliert, dass sich maternale Adipositas und ein GDM auf
die Zell-Zell-Verbindungen der Plazenta, gemessen anhand der Proteinmengen von E-Cadherin, P-
Cadherin, VE-Cadherin, CD 31 und S-Catenin auswirken. Dies geschieht mdglicherweise (ber eine
Verstarkung der Metainflammation mit erhéhten Entziindungswerten (CRP, IL-6) im maternalen Serum.
Es resultiert eine eingeschrankte Plazentafunktion, die das Outcome des Kindes beeintrachtigt.

Um sich dieser Fragestellung anzunahern, wurden die Proteinmengen von E-Cadherin, P-
Cadherin, VE-Cadherin, CD31 und B-Catenin mittels Western Blot aus Plazentaproben von
normalgewichtigen, Ubergewichtigen und adipésen Schwangeren mit und ohne GDM
untersucht. Zusatzlich wurden in maternalem Plasma die CRP- und IL-6 sowie aus fetalem
Plasma IL-6 bestimmt. Die Konzentrationen der Entzindungswerte im Plasma und die Mengen
der genannten plazentaren Zell-Zell-Verbindungsproteine wurden anschlieRend miteinander

korreliert.

3. Material und Methoden

3.1. Humane Kohorte

3.1.1. Studiendesign

Diese Promotionsarbeit wurde im Rahmen der ,Cologne Placenta Cohort Study“ durchgefuhrt,
einem Forschungsprojekt der Arbeitsgruppe ,Plazentare Stérungen® der Kinderklinik der
Universitatsklinik zu KoIn. Das Patientenkollektiv der Studie wurde in Zusammenarbeit mit dem
Kreissaal der Frauenklinik der Universitatsklinik Koln rekrutiert. Die schwangeren Frauen
wurden im Rahmen ihrer Sectio-Aufklarung in der Risiko-Sprechstunde um ihre Teilnahme
gebeten.

In die Studie eingeschlossen wurden grundsatzlich Einlingsschwangerschaften mit einem
Gestationsalter von SSW 35+0 bis 41+6. Das Mindestalter der Teilnehmerinnen betrug 18
Jahre und ihr BMI durfte nicht unter 18,5 kg/m? liegen. Es durften keine schweren
Vorerkrankungen auf Seiten der Mutter wie Hypertonie, Herzinsuffizienz, Neoplasien oder
chronische Nierenerkrankungen vorliegen. Infektionskrankheiten wie Hepatitis oder HIV,
sowie ein Amnioninfektionssyndrom flhrten ebenfalls zum Studienausschluss. Es wurden nur
Plazenten aus primaren Kaiserschnittgeburten gesammelt, um sicherzustellen, dass die
Plazenten keiner Wehentatigkeit ausgesetzt waren.

Im Zeitraum von Marz bis August 2018 wurden insgesamt 93 Patientinnen Uber die Studie
aufgeklart, 13 davon schieden wegen vorzeitiger vaginaler Entbindung, Wechsel in eine
andere Klinik oder Stattfinden der Sectio in Abwesenheit des Studienteams aus.

Von jeder Patientin wurden neben den Plazentaproben auch Blutproben gesammelt. Das Blut
wurde einmal im Rahmen der Sprechstunde und einmal direkt vor dem Kaiserschnitt
abgenommen. Zusatzlich wurde unmittelbar nach der Sectio fetales Blut aus der Nabelschnur

gewonnen.
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Fir die vorliegende Dissertation wurden 30 weitere Plazentaproben von den weiteren
Analysen ausgeschlossen. Grinde hierfir waren Tabakkonsum und regelmaRige
Medikamenteneinnahme (Cortison, Antihypertensiva, ASS, Heparin) wahrend der
Schwangerschaft, andere als die schon genannten Vorerkrankungen der Mutter (Cholestase,
Multiple Sklerose, Epilepsie, Autoimmunthrombozytopenie, Tumor der Cervix) oder
Erkrankungen des Kindes (Verdacht auf Epidermiolysis bullosa), Unvollstandigkeit der Daten,
Verzdgerung der Plazenta-Praparation um mindestens eine Stunde und ein GDM in der
Kontrollgruppe (Abb. 2). Durch diese Ausschlisse sollte eine bessere Vergleichbarkeit der
Ergebnisse gewahrleistet werden.

Die verbliebenen 50 Patientinnen wurden wie folgt aufgeteilt: Gruppe 1 (Kontrollgruppe)
enthalt Frauen mit einem BMI <25 kg/m? vor Beginn der Schwangerschaft ohne GDM (n=24).
In Gruppe 2 (Ubergewicht) wurden die Plazenten der Frauen mit einem BMI vor Beginn der
Schwangerschaft 225 und <30 kg/m? (n=16) zugeordnet und Gruppe 3 (Adipositas) besteht
aus den Plazenten von Frauen mit einem BMI 230 kg/m? (n=10).

Die Gruppen 2 und 3 enthalten jeweils sowohl Patienten mit als auch ohne GDM (Abb. 2). Die
Studie schliel3t 38 Plazenten und Blutproben aus Schwangerschaften ohne GDM ein, hiervon
24 von normalgewichtigen (Gruppe 1) und 14 von ubergewichtigen oder adipésen Muttern
(Gruppe 4). Die Gruppe 5 enthalt 12 Plazenten und Blutproben aus Schwangerschaften mit
GDM, alle hieraus von ubergewichtigen oder adipdsen Muttern (Abb. 2).

Angaben zu Gewicht und KérpergroRe wurden dem Mutterpass und klinischen Dokumenten
entnommen. Die Diagnose des GDM wurde auf Grundlage von Anamnese und dem Ergebnis
des oGTT 50 wund/oder oGTT 75, welcher im Rahmen der allgemeinen

Schwangerschaftsvorsorge durchgefiihrt wird, gestellt.
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aufgeklarte Patientinnen
n=93

Ausschluss (n=13) wegen:
- natarlicher Entbindung
- Geburt in anderem Krankenhaus
- Terminanderung (Abwesenheit)

gesammelte Plazenten und
vorerst eingeschlossen
Patientinnen

n=80

Ausschluss (n=30) wegen:
-Rauchen: 8 -fehlende Daten: 4
-Medikamente: 9 -Verzogerung Praparation: 2
-Erkankungen Mutter: 5 -GDM in der Kontroligruppe: 1
-Erkrankungen Kind: 1

Final eingeschlossene
Patientinnen, Plazenten
und Neugeborene

n=50
| |
Gruppe 2 Gruppe 3
K G;u:)lpe1 Ubergewicht Adipositas
M 25 oo oo BMI 225 & <30 n=16 BMI 230 n=10
b . ne davon mit GDM n=5 davon mit GDM n=7
n=24 davon ohne GDM n=11 davon ohne GDM n=3

Gruppe 4
BMI 225, chne GDM

n=14

Gruppe 5
BMI 225, mit GDM

n=12

Abbildung 2: Patientenkollektiv und Gruppeneinteilung Es stimmten 93 Patientinnen der
Studienteilnahme zu, gesammelt wurden davon 80 Plazenten und Blutproben, da einige Frauen in einer
anderen Kilinik, zu einem anderen als dem geplanten Zeitpunkt oder naturlich entbanden. Alle
eingeschlossenen Frauen erflllten die Einschlusskriterien (>18 Jahre, BMI 218,5 kg/m?
Einlingsschwangerschaft, primare Sectio, keine Infektionskrankheiten, keine neoplastische Erkrankung,
keine schwere Organdysfunktion). Von weiteren Analysen wurden 30 Patientinnen aufgrund von
Medikamenteneinnahme, Nikotinabusus wahrend der Schwangerschaft, fehlender Daten, Verzdgerung
der Praparation oder Vorerkrankungen ausgeschlossen. 50 Patientinnen mit zugehériger Plazenta und
Blutprobe wurden fiir die folgenden Versuche eingeschlossen und nach ihrem BMI vor der
Schwangerschaft in drei Gruppen aufgeteilt: Gruppe 1 (BMI <25 kg/m?, kein GDM), Gruppe 2 (BMI 225
und <30 kg/m?) und Gruppe 3 (BMI 230 kg/m?). Anschliellend wurden aus der Gruppe 2 und Gruppe 3
die Patientinnen mit einem GDM bzw. ohne einen GDM jeweils in eine Gruppe zusammengefasst,
wodurch Gruppe 4 (BMI 225, ohne GDM) und Gruppe 5 (BMI 225 mit GDM) entstanden.

3.1.2. Aufklarung und Einverstandniserklarung

Die Studie wurde von der Ethikkommission der Universitatsklinik Kéln genehmigt (14-244).
Alle Teilnehmerinnen wurden ausfuhrlich Gber das Vorgehen aufgeklart und dann um ihr
Einverstandnis gebeten. Es liegen unterschriebene Aufklarungsbégen von allen

Teilnehmerinnen vor.
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3.1.3. Anamnese und Erhebung klinischer Parameter

Im Rahmen der Aufklarung Uber die Studie in der Sectio-Sprechstunde wurde mit allen
Patientinnen ein Fragebogen bezuglich ihrer Vorerkrankungen, Medikamenteneinnahme,
korperlicher Aktivitat und Geburtenanamnese ausgefillt. Zudem wurden nach der Sectio
weitere Angaben Uber den Schwangerschaftsverlauf (Blutdruckwerte, Gewichtentwicklung der
Mutter, Urinuntersuchungen, Ergebnis des oGTT), und das Neugeborene (APGAR Score,
Geschlecht, GroRe und Gewicht des Kindes, Auftreten von Komplikationen) aus dem

Mutterpass und der Patientenakte entnommen. Alle Daten wurden pseudonymisiert.

3.1.4. Plazentapraparation

In enger Zusammenarbeit mit dem Kreissaal der Frauenklinik der Universitatsklinik Kdln
wurden die Plazenten der Studienteilnehmerinnen nach beendeter Sectio zeithah abgeholt
und anschlieend prapariert. Die maximale Dauer von Entnahme der Plazenta bis zur
Praparation betrug eine Stunde, um eine bessere Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu erzielen.
Zunachst wurden MalRe (Hohe, Breite, Tiefe), Gewicht, Ort der Nabelschnurinsertion und
mogliche Auffalligkeiten wie makroskopisch sichtbare Anderungen der Gewebsstruktur und
Beschadigungen der Plazenta dokumentiert. Dann wurde neben der Nabelschnurinsertion
(nabelschnurnah), am Rand (peripher) und zentral dazwischen jeweils ein Gewebsstlck fir
histologische Analysen entnommen und in Formalin fixiert. Weitere Stlcke aus den drei
genannten Positionen wurden entnommen, jeweils in drei Schichten (fetal, villés und maternal)
geteilt, kurz in einer sterilen 0,9% Natriumchloridlésung gewaschen und dann nativ bei -80°C

fur weitere molekularbiologische Analysen asserviert.
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Abbildung 3: Praparation der Plazenta Maximal eine Stunde nach der Sectio erfolgte die Praparation
des Gewebes. Nach der makroskopischen Beschreibung (Gewicht, MaRe, Nabelschnurinsertion,
Auffalligkeiten) wurde jeweils ein Gewebestlick nahe der Nabelschnur, aus der Peripherie und zentral
dazwischen entnommen. Fr die Histologie wurde aus den drei Positionen ein Stlick in Formalin fixiert,
ein weiteres Stlick wurde in drei Abschnitte (maternaler, fetaler und villdser Teil) unterteilt und nativ bei
-80 °C fiir die molekularbiologischen Analysen asserviert.

3.2. Histologische Methoden

3.2.1. Vorbereitung der Gewebeproben fur die Inmunhistologie

Um ein Gewebe fiir die mikroskopische Beurteilung immunhistologisch anfarben zu kénnen,
bedarf es zunachst der Fixierung und der Einbettung des Gewebes. Die so praparierten
Proben werden anschliefend in dinne Schichten geschnitten und auf einen Objekttrager
aufgezogen.

Aus jeder Plazenta wurden, wie bereits in 3.1.4. beschrieben, drei Gewebsproben entnommen
und zunachst fir 24 Stunden in 4% Paraformaldehyd fixiert. AnschlieRend wurden die Proben
in 70% Isopropanol entwassert und nach mindestens 24 Stunden fiir die Einbettung in Paraffin
vorbereitet. Dies fand in der Tissue Embedding Facility des Zentrums fir Molekulare Medizin
Koéln (ZMMK) statt. Die Proben wurden Gber Nacht im Fully-enclosed tissue processor Leica
ASP 300 bei 45°C in Isopropanol entwassert und dann bei 65°C mit Paraffin infiltriert.
AnschlieRend wurde jedes Gewebsstiick mit dem Heated Paraffin Embedding Module Leica
EG1150 H in einen Paraffinblock eingebettet. Nachdem dieser ausgekuhlt war, wurden mit
dem Fully Automated Rotary Microtome Leica RM2 5 um diinne Schnitte angefertigt, welche
dann mit Hilfe eines 37°C warmen Wasserbades entstreckt und auf die Objekttrager gezogen
wurden. Die Objekttrager lagerten dann zum Trocknen bei 37°C dber Nacht in einem

Warmeschrank (Gerate siehe 7.6.).
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3.2.2. Immunhistologie

Eine immunhistologische Farbung ist ein Verfahren der Histologie, mit dem bestimmte
Proteine in einem Gewebe mit Hilfe von Antikérpern unter dem Mikroskop sichtbar gemacht
werden. Fir diese Dissertation wurden drei der ebenfalls im Western Blot untersuchten
Proteine exemplarisch angefarbt, um ihre Lokalisation in der Plazenta darzustellen.

Als erstes wurden die Gewebeschnitte in einer Alkoholreihe mit absteigender Konzentration
(99,8%; 96%; 80%; 70%) fur jeweils eine Minute entparaffiniert und in wassriges Milieu
uberfuhrt. Nach einer Spulung mit VE-Wasser (voll entsalztes Wasser) folgte das Kochen im
Dampfgarer (siehe 7.6.) bei 95°C in Citratpuffer (siehe 7.5.) fir 25 Minuten. Nach dem
Abkuhlen fir mindestens 30 Minuten wurden tber 10 Minuten mit einem frisch angesetzten
3%igem Wasserstoffperoxid-Puffer (siehe 7.3.) die gewebseigenen Peroxidasen geblockt und
dann mit PBS (Phosphatgepufferte Salzlésung) (siehe 7.5.) gewaschen. Der SEA-Blocking
Puffer (siehe 7.4.) inkubierte dann fir eine Stunde auf dem Gewebe, um zunachst einmal alle
Bindungsstellen zu blockieren und somit den Hintergrund zu reduzieren, bevor der primare
Antikorper (Tabelle 1) in Antikorper Diluent (siehe 7.4.) verdinnt auf die Schnitte gegeben
wurde, wo er dann bei 4°C Uber Nacht in einer feuchten Kammer inkubierte und spezifisch
binden konnte.

Nach drei funfminttigen Waschschritten in PBS inkubierte der Sekundarantikérper (Tabelle 1)
fur 30 Minuten auf den Gewebsschnitten. Nach erneutem dreimaligen Waschen mit PBS
wurde das Substrat DAB (30 ul 3,3'-Diamin-Benzidin in 1 ml ImmPACT™ DAB Diluent siehe
7.4.) auf die Schnitte gegeben. Die Inkubation erfolgte bei der E-Cadherin- und VE-Cadherin-
Farbung fur zwei, bei der CD31-Farbung fur drei Minuten. AnschlieRend wurde die Reaktion
mit VE-Wasser gestoppt. Um die Kerne sichtbar zu machen, wurden die Gewebeschnitte mit
zuvor filtriertem Hamatoxylin eine Minute lang gefarbt und anschlieRend fur 10 Minuten unter
flieRendem Leitungswasser geblaut. Danach wurden die Schnitte zur Entwasserung fur je eine
Minute in eine Alkoholreihe von aufsteigender Konzentration (70%; 80%; 96%; 99,8%) und
anschlielend zwei Mal fur je 5 Minuten in Neoclear gegeben, bevor die Schnitte mit Neomount

und einem Deckglaschen eingedeckelt wurden.

Tabelle 1: Primar- und Sekundéarantikorper fiir die Inmunhistologie

Antikorper Hersteller Verdiinnung

E-Cadherin Cell Signaling (24E10) #3195 1:500 in Antibody Diluent
VE-Cadherin abcam #33168 1:1000 in Antibody Diluent
CD 31 abcam #28364 1:400 in Antibody Diluent
ZytoChem Plus HRP One-Step Zytomed Systems -

Polymer (Sekundarantikdrper)
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3.3. Bestimmung von Entziindungs- und Blutzuckerwerten
Erganzend zu den Plazentaproben wurden auch Proben von maternalem und fetalem Blut
gesammelt.
Bei Abholung der Plazenten aus dem Kreissaal wurden aus der Nabelschnur ein Lithium-
Heparin-Plasma-Roéhrchen mit fetalem Blut enthnommen.
Das miitterliche Blut wurde im Rahmen von Routine-Blutabnahmen in der Risiko-Sprechsunde
sowie vor der Sectio gewonnen. Nach der Aufklarung in der Risiko-Sprechstunde wurde ein
ein EDTA-R6hrchen abgenommen und am Morgen der Sectio konnte in nlichternem Zustand
zudem ein Lithium-Heparin-Plasma von einigen Teilnehmerinnen gewonnen werden.
Durch Stdérungen im Ablauf der Probengewinnung liegen nicht zu allen Plazenten alle
genannten Blutproben vor.
Das maternale und fetale Blut in der Lithium-Heparin-Plasma-Monovette wurde zeitnah nach
der Entnahme bei 3000 g und 20°C fur 10 Minuten zentifugiert (Rotina 420R, 7.6.). Dann wurde
das Plasma in ein Reaktionsgefal} pipettiert und bei -80°C gelagert.
In Zusammenarbeit mit dem Zentrallabor der Universitatsklinik Koln wurden aus dem
Nuchtern-Plasma und dem EDTA-Blut der Mutter sowie dem Plasma der Neugeborenen
Marker des Kohlehydratstoffwechsels (Nlchtern-Glukose aus maternalem und fetalem
Plasma, HbA1c aus maternalem EDTA Blut) sowie Entziindungsparameter (CRP aus
maternalem Plasma, Interleukin-6 aus maternalem und fetalem Plasma) bestimmt. Erhdhte
Werte wurden folgendermalien definiert: Nuchtern-Glucose >100mg/dl; HbA1c >6,5%; CRP
>5mg/dl; IL-6 >7ng/l.

3.4. Proteinbiochemische Methoden

3.4.1. Proteinisolation

In Vorbereitung fir die SDS-PAGE (Sodium-Dodecyl-Sulfat Polyacrylamid Gelelektrophorese)
und den Western Blot ist es zunachst notwendig, die Proteine aus einem Gewebe zu isolieren.
Hierzu wurde ein modifizierter RIPA-Puffer (siehe 7.5.) verwendet.

Aus dem villdsen Anteil der zentral zwischen Nabelschnur und der Peripherie der Plazenta
entnommenen Gewebeproben wurde jeweils ein kleines Gewebsstiick (ca. 150mg) mit 500 pl
RIPA-Puffer in ein Reaktionsgefal® gegeben und mit einem Morser zerkleinert. AnschlieRend
wurde jede Probe flr etwa 2 Minuten mit dem Sonoplus der Firma Bandeln (Einstellung 40%
energy und 3x10% cycle, 7.6.) sonifiziert und dann fur eine Stunde auf Eis gelagert. Nach der
Zentrifugation in der Zentrifuge 5424 R von Eppendorf (siehe 7.6.) mit 184079 bei 4°C fir flnf
Minuten wurde der Uberstand, welcher die I8slichen Proteine enthélt, in ein neues

Reaktionsgefal’ Gberfuhrt und bei -80°C eingefroren.
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3.4.2. Proteinkonzentrationsbestimmung
Um identische Proteinmengen jeder Probe in die SDS-PAGE fur den Western Blot einbringen
zu konnen, folgt nach der Isolation der Proteine die Konzentrationsbestimmung mit Hilfe des
Pierce™ BCA Protein Assay Kit 23225 (siehe 7.4.).
Dafir wurde jede Probe 1:20 in RIPA-Puffer verdinnt. Auf einer 96-well Platte wurde eine
Standardproteinreihe aus bovinem Serumalbumin (Albuminstandard Thermo Scientific, 2
mg/ml) als Verdinnungsreihe von 1:2 bis 1:32 aufgetragen. Anschlieffend wurden zweimal 10
ul jeder Probe (jeweils als Doppelbestimmung) auf die Platte gegeben, dann kamen je 200 pl
des Working-Reagents (Pierce ™ BCA Protein Assay Reagent A und B, 50:1) pro Well hinzu.
Die gefiillte Platte wurde fir 30 Minuten bei 37°C im Skyline Inkubator (siehe 7.6.) inkubiert.
Es folgte die Messung der optischen Dichte bei 562nm im Tecan Platten Reader Infinite 200
pro (siehe 7.6.). Aus den Werten der Doppelbestimmung wurde der Mittelwert berechnet, das
Signal des reinen RIPA-Puffers (Blank) hiervon abgezogen und dann anhand der

Standardreihe die Konzentration der Proben berechnet.

3.4.3. SDS-PAGE und Western Blot

In der SDS-PAGE werden Proteine in einem Polyacrylamid-Gel anhand ihres
Molekulargewichts aufgetrennt. Dann werden sie im Western Blot auf eine Tragermembran
Ubertragen, so dass bestimmte Zielproteine mittels spezifischer Primarantikdrper
nachgewiesen werden kdnnen. So kann zum einen das Vorhandensein eines Proteins in
einem Gewebe nachgewiesen, zum anderen ein semiquantitativer Unterschied der
Proteinmenge in unterschiedlichen Gewebeproben ermittelt werden.

Es wurden 15 ug jeder Probe mit 2,5 pl 5x Probenpuffer mit B-Mercaptoethanol (siehe 7.5.) in
die Taschen des Sammelgels (siehe 7.5.) aufgetragen. Mittels SDS-PAGE wurden die
Proteine in Lammli-Laufpuffer zuerst bei 80V (Sammelgel) und dann bei 120 Volt (Trenngel
mit teils 8%, teils 10% Acrylamidanteil (siehe 7.5.)) nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt.
AnschlieRend wurden die Proteine in einer Blotting Kammer durch Anlegen einer Spannung
von 1,3 mA/cm? fiir 2 Stunden und unter Verwendung des Towbin-Puffers (siehe 7.5.) auf eine
Nitrocellulose-Membran (siehe 7.4.) Ubertragen.

Zum Uberpriifen des Blottingschrittes wurde die Nitrocellulosemembran fiir 1-2 Minuten mit
0,2% Ponceau S in 3% Trichloressigsaure gefarbt, und danach mit VE-Wasser differenziert,
um die gebundenen Proteinen sichtbar zu machen. Nach Durchfiihrung der Ponceau-Farbung
wurden zunachst alle unspezifischen Bindungsstellen auf der Membran durch einstiindige
Inkubation in 1IXTBST mit 5% Milch und 2% BSA (siehe 7.5.) blockiert. Dann wurde die
Membran mit den primaren Antikdrpern (Tabelle 2) gegen die nachzuweisenden Proteine

zunachst fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur, dann Gber Nacht bei 4°C inkubiert.
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Am nachsten Tag folgte das Waschen der Membran 3x fur 10 Minuten in 1x TBS-T und die
Inkubation den sekundaren Antikérper (Tabelle 2) verdiinnt in 5% Milch in 1XTBST fur 60

Minuten bei Raumtemperatur. Nach erneutem Waschen mit 1x TBS-T fiir 3x 10 Minuten wurde

frisch angesetztes ECL-Reagenz (siehe 7.4.) fir 1 Minute auf die Membran aufgetragen. Das

Chemilumiszenzsignal wurde dann im ChemiDoc XRS+ (siehe 7.6.) mit dem Programm

ImageLab v5.2.1 (siehe 7.7.) digitalisiert, mit dieser Software erfolgte auflerdem die

densitometrische Ausmessung der Banden. Anschlielend wurde die Auswertung der

densitometrischen Analyse der Banden in Excel vorgenommen, wobei die Intensitat der

Banden der detektierten Zielproteine jeweils mit den Banden des House-Keeping-Proteins -

Actin verglichen wurden.'??

Tabelle 2: Primar- und Sekundarantikorper fiir den Western Blot

Antikorper Hersteller Verdiinnung Sekundarantikorper

B -Actin Cell Signaling 1:5000 in 5% Milch /1x  Anti-mouse 1:4000(Cell

(House- (8H10D10) #3700 TBS-T Signaling #7076S)

Keeping)

E-Cadherin Cell Signaling (24E10)  1:1000 in 5% BSA/ 1x  Anti-rabbit 1:2000 (Cell

#3195 TBS-T Signaling #7075S)

P-Cadherin abcam 190076 1:1000 in 5% Milch /1x  Anti-rabbit 1:2000 (Cell
TBS-T Signaling #7075S)

VE-Cadherin abcam 33168 1:1000 in 5% Milch /1x Anti-rabbit 1:2000 (Cell
TBS-T Signaling #7075S)

CD 31 abcam 28364 1:1000 in 5% Milch /1x  Anti-rabbit 1:2000 (Cell
TBS-T Signaling #7075S)

B -Catenin Cell Signaling (D10A8) 1:1000 in 5% Milch /1x  Anti-rabbit 1:2000 (Cell

#8480

3.5. Statistische Analysen

TBS-T

Signaling #7075S)

Die statistischen Analysen der erhobenen Patientendaten, Blutanalysen und der Western Blot
Ergebnisse wurden in IBM SPSS Statistics Version 25 durchgeflhrt.

Die Merkmale der Kohorte wurden abhangig vom maternalen BMI vor der Schwangerschaft

und dem Vorliegen eines GDM miteinander verglichen. Die Einteilung erfolgte in die bereits in

3.1.1 genannten Gruppen:

Gruppe 1: BMI 218 km/m? < 25 kg/m? (Normalgewicht)

Gruppe 2: BMI = 25 und < 30 kg/m? (Ubergewicht)
Gruppe 3: BMI = 30 kg/m? (Adipositas)

Gruppe 4: BMI = 25 kg/m? ohne GDM

Gruppe 5: BMI = 25 kg/m? mit GDM
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Nach Anwendung des Shapiro-Wilk-Tests zum Prifen der Normalverteilung der
verschiedenen Gruppen wurden mit den metrischen Variablen entweder ein t-Test oder ein
Mann-Whitney-U-Test durchgefihrt. Die nominalen Daten wurden mit dem exakten Test nach
Fisher auf statistisch signifikante Unterschiede untersucht. Als statistisch signifikant gewertet
wurden p-Werte <0,05. Hinsichtlich ihrer Aussagekraft ist die geringe GréRRe der Stichprobe zu
beachten.

Zur Untersuchung der Korrelation von maternalem BMI vor der Schwangerschaft, den
Entzindungswerten, Parametern des Glukosestoffwechsels in maternalem und fetalem Blut
sowie den relativen Proteinmengen der im Western Blot detektierten Proteine (E-Cadherin, P-
Cadherin, VE-Cadherin, CD31, p-Catenin) und dem Geburtsgewicht wurden die
Korrelationkoeffizienten nach Pearson oder Spearmans Rho berechnet.

Fir die statistischen Analysen wurde das Institut fir Medizinische Statistik und Bioinformatik

beratend hinzugezogen.

4. Ergebnisse
4.1. Statistische Auswertung

4.1.1. Maternale Daten

Die verschiedenen Gruppen unterschieden sich hinsichtlich des maternalen Alters nicht
signifikant. Auch bezlglich der Graviditat, der Paritat, der Anzahl der Aborte und der Anzahl
der Sectios zeigten sich keine Unterschiede (Tabellen 3 und 4).

Allerdings wiesen die Patientinnen mit GDM (Gruppe 5) einen signifikant héheren mittleren
systolischen (p-Wert 0,006) und diastolischen (p-Wert 0,001) Blutdruckwert wahrend der
Schwangerschaft im Vergleich zur Kontrollgruppe (Gruppe 1) auf. Der mittlere diastolische
Blutdruck unterschied sich auch von dem der Ubergewichtigen und adiposen Patientinnen
ohne GDM (Gruppe 4; p-Wert 0,044; Tabelle 4). Ahnliche statistisch signifikante Unterschiede
zeigten sich bei den adipésen Patientinnen (Gruppe 3) im Vergleich zur Kontrollgruppe
(Gruppe 1; Tabelle 3). Darliber hinaus stieg der Anteil der Patientinnen, die in mindestens
einer der letzten drei Urin-Untersuchungen in der Schwangerschaft eine Proteinurie hatten in
Abhangigkeit vom maternalen BMI auf das doppelte (Gruppe 2) bis fast dreifache (Gruppe 3)
im Vergleich zur Kontrollgruppe (Gruppe 1) an (Tabelle 3).
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Normalgewicht Ubergewicht Adipositas
(Gruppe 1) (Gruppe 2) (Gruppe 3)
Gesamt ohne GDM mit GDM (n=5) Gesamt ohne GDM mit GDM P-
(n=24) (n=16) (n=11) (n=10) (n=3) (n=7) Werte

Alter [Jahre] 32,7+5,6 31,9+6,6 30,6 + 6,6 34,6 +6,2 32,8+54 36,7+1,5 31,1157 -

BMI Beginn d. SS [kg/m?] 21,4+1,8 274+14* 274+15* 276+14* 36,1+6,3*# 322+23*+ 37,8%6,9 *
*+O

BMI Ende d. SS [kg/m?] 26,6+25 32,1+33* 31,2+22* 340+48* 39,6+58*# 36,6 +4,0 *+ 40,9+6,2 *
*+O

Zunahme BMI in SS 46+15 46 +27 3,8+1,6 6,4 +3,9 35+17 45+1,8 3,1+1,6" -

[kg/m?]

Zunahme BMl in SS [%] 21,5+6,9 16,84 + 9,5 14,0+6,0* 18,4 £9,7 10,02 + 5,6 13,7+4,4 8,6+5,7* *

“#

Mittlerer RR systolisch 111,31 7,6 115,8 7,9 115,9+ 8,8 115,3 £ 5,6 (n=4) 120,0+9,2* 116,7+10,0 121,4+9.2 *

[mmHg] (n=15) *

Mittlerer RR diastolisch 68,1+5,3 70,2+ 4,6 69,5+4,9 72,3 + 3,8 (n=4) 76,3+ 75%# 74,2+ 10,1 77,2+6,8 *

[mmHg] (n=15) *+

Proteinurie [%] 12,5 26,7 36,4 0,0 (n=4) 40,0 33,3 42,9 -

Gravida [Anzahl] 23+1,2 21+1,0 21+0,9 20+1,2 2,8+2,0 43+3,2 2,1+0,9 -

Para [Anzahl] 20+1,1 1,8+0,9 1,7+0,6 1,8+ 1,3 24412 3,3+1,5 2,0+0,8 -

Para [Anteil an Gravida in 92,6 +15,9 88,0 + 19,2 87,1+18,7 90,0+224 93,0+ 15,0 87,5+ 21,7 95,2+ 12,6 -

%]

Aborte [Anzahl] 02+04 0,3+0,5 0,4+0,5 02+04 04+1,0 1,0+1,7 0,1+04 -
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Aborte [Anteil an Gravida
in %]

Sectiones [Anzahl]

Per Sectio geborene
Kinder [%]

Tabelle 3: Angaben zur Mutter nach maternalem BMI vor der Schwangerschaft. Zu sehen sind Mittelwerte und Standardabweichungen. Ein * unter P-Werte
zeigt an, dass zwischen den Gruppen signifikante Unterschiede bestehen (p <0,05). Ein — unter P-Werte zeigt an, dass zwischen den Gruppen im t-Test, im Mann
Whitney U Test oder im exakten Test nach Fisher keine signifikanten Unterschiede bestehen. Hinter den einzelnen Werten der Tabelle wird angegeben, im
Vergleich zu welcher Gruppe ein signifikanter Unterschied besteht: * = zur Gruppe 1 (Normalgewicht); # = zur Gruppe 2 (Ubergewicht); + = zur Untergruppe der

7,4+15,9

1,8+1,0
92,2+164

12,0 £ 19,2

1,6+0,9
93,8 £17,1

12,9+ 18,8

1,6+0,7
90,9 £ 20,2

10,0 £ 22,4

1,8+1,3
100+ 0,0

7,1+£15,0

1,7+0,8
78,7 29,7

Gruppe 2 ohne GDM; ° zur Untergruppe der Gruppe 2 mit GDM; ¢ = zur Untergruppe der Gruppe 3 mit GDM.

12,5+21,7

1,3+0,6
45,6 + 23,6

*+.O

48+12,6

1,9+09
92,8 +18,9
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BMI <25 ohne GDM BMI 225 ohne GDM BMI 225 mit GDM
(Gruppe 1) (Gruppe 4) (Gruppe 5)
(n=24) (n=14) (n=12) P-Werte

Alter [Jahre] 32,7+5,6 31,9+6,4 32,6 +5,9 -
BMI Beginn d. SS [kg/m2] 21,4+1,8 284+26"* 339+72%# *
BMI Ende d. SS [kg/m2] 26,6 £2,5 324+34* 38,2+6,6 *# *
Zunahme BMI in SS [kg/m2] 46+1,5 40+1,6 43+28 -
Zunahme BMI in SS [%)] 215+6,9 14,0+£55* 13,8+9,7* *
Mittlerer RR systolisch [mmHg] 111,3+7,6 116,1 £ 8,7 119,3+8,0* *
Mittlerer RR diastolisch 68,1+£5,2 70,5+6,2 75,6 £ 5,9 *# *
[mmHg]

Proteinurie [%] 12,5 35,7 27,3 -
Gravida [Anzahl] 23+13 26+1,8 21+1,0 -
Para [Anzahl] 2011 21+11 1,8+0,9 -
Para [Anteil an Gravida in %] 92,6 £+ 15,9 87,2+18,5 93,1+ 16,6 -
Aborte [Anzahl] 0,2+04 0,5+£0,9 02+£04 -
Aborte [Anteil an Gravida in %] 7,4+159 12,8 £ 18,5 6,9+ 16,6 -
Sectiones [Anzahl] 1,8+£1,0 1,5+0,7 1,8+1,0 -
[Po/e]r Sectio geborene Kinder 92,2+16,4 81,2+27,8 95,8+ 14,4 -

o

Tabelle 4: Angaben zur Mutter nach GDM. Zu sehen sind Mittelwerte und Standardabweichungen. Ein * unter P-Werte zeigt an, dass zwischen den Gruppen
signifikante Unterschiede bestehen (p <0,05). Ein — unter P-Werte zeigt an, dass zwischen den Gruppen im t-Test, im Mann Whitney U Test oder im exakten Test
nach Fisher keine signifikanten Unterschiede bestehen. Hinter den einzelnen Werten der Tabelle wird angegeben, im Vergleich zu welcher Gruppe ein signifikanter
Unterschied besteht: * = zur Gruppe 1 (BMI<25 ohne GDM); # = zur Gruppe 4 (BMI 225 ohne GDM)
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4.1.2. Angaben zu den Neugeborenen

Der Anteil an weiblichen und mannlichen Neugeborenen war in allen Gruppen annahernd
gleich. Alle Kinder wurden durchschnittlich in der 40. SSW geboren. Der APGAR-Score,
welcher den klinischen Zustand des Neugeborenen beurteilt, lag in allen Gruppen im oberen
Bereich (Tabellen 5 und 7).

Die Kinder der adipésen Frauen (Gruppe 3) waren signifikant schwerer als die der
Kontrollgruppe (Gruppe 1; p-Wert 0,000) und der ibergewichtigen Frauen (Gruppe 2; p-Wert
0,003), wobei die Neugeborenen unter mutterlicher Adipositas auch etwas grofier waren
(Signifikanz zwischen Gruppe 1 und 3; p-Wert 0,011). Der Unterschied im fetalen
Geburtsgewicht zeigte sich auch zwischen den normalgewichtigen (Gruppe 1) und
Ubergewichtigen (Gruppe 2) Patientinnen, allerdings ohne statistische Signifikanz (p-Wert
0,56; Tabelle 5).

Die Frauen mit erhdhtem BMI (Gruppe 2 und 3) brachten im Vergleich zu normalgewichtigen
Frauen (Gruppe 1) signifikant haufiger Kinder mit einem Geburtsgewicht Uber der 90.
Perzentile (LGA) zur Welt (p-Wert 0,002 im exakten Test nach Fisher). Im Gegensatz dazu
bekamen die Frauen der Kontrollgruppe (Gruppe 1) haufiger Kinder mit einem Geburtsgewicht
unter der 10. Perzentile (SGA) als die Frauen der Gruppe 2 und 3. Bei einem maternalen BMI
von >30 kg/m? (Gruppe 3) trat haufiger als in Gruppe 1 und 2 eine respiratorische
Anpassungsstoérung des Neugeborenen auf, bei Vorliegen eines GDM (Gruppe 5) kam es
aullerdem im Vergleich zu den Gruppen 1 und 4 vermehrt zu fetalen postpartalen

Hypoglykamien (Tabellen 5 und 7).

4.1.3. Plazentamorphologie
Die Plazenten der adipdsen Patientinnen (Gruppe 3) waren deutlich schwerer als die der
Kontrollgruppe (Gruppe 1; p-Wert 0,004; Tabelle 6). Zudem nahm das durchschnittliche
Gewicht der Plazenta nochmals zu, wenn zuséatzlich zum maternalen Ubergewicht oder zur
maternalen Adipositas noch ein GDM vorlag (Gruppe 5; Tabelle 8).
Bei der Insertion der Nabelschnur zeigten sich zwischen den Gruppen keine nennenswerten

Unterschiede.
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Normalgewicht Ubergewicht Adipositas
(Gruppe 1) (Gruppe 2) (Gruppe 3)
Gesamt ohne GDM mit GDM Gesamt ohne GDM mit GDM P-
(n=24) (n=16) (n=11) (n=5) (n=10) (n=3) (n=7) Werte
mannlich [%] 54,2 50,0 45,5 60,0 50,0 66,7 42,9 -
weiblich [%)] 45,8 50,0 54,5 40,0 50,0 33,3 57,1 -
Gestationsalter 39,2+0,5 39,0+0,8 39,0+0,9 39,1+0,4 39,2+0,7 39,6+0,5 39,1+0,8 -
Entbindung [Wochen]
Geburtsgewicht [g] 3333,7 + 321,2 3418,1 + 3353,6 + 3560,0 3992,0 + 4203,3 + 39014 + *
470,7 504,4 +397,6 336,5 *# 444 1 *+ 268,8 *

Geburtsgewicht 42,3+ 25,1 52,6 +29,3 49,0+30,7 60,6+274 85,6 +11,5 90,3+11,0 83,6+11,9 *
(Perzentile) “# *+ *+
SGA [%] 16,7 6,3 9,1 0,0 0,0 0,0 0,0 -
LGA [%] 0,0 6,3 9,1 0,0 40,0 66,7 28,6 *
Geburtslange [cm] 51,4 +2,1 51,6 +2,8 51,625 51,6 +3,7 53,3+1,2* 547+06* 527+0,8 *
APGAR nach 1 Min. 8,6 £ 0,8 (n=23) 9,1+0,8 8,9+0,8 9,7+0,6 86+1,5 9,3+57 82+1,8 *

(n=11) * (n=8) (n=3) * (n=8) (n=5)
APGAR nach 5 Min. 9,6 £ 0,8 (n=23) 9,8+0,8 9,7+0,9 10,0+ 0,0 9,9+0,3 10,0+ 0,0 99+04 *
APGAR nach 10 Min. 9,9 £ 0,3 (n=23) 9,9+0,5 9,8+0,6 10,0+ 0,0 9,9+0,3 10,0+ 0,0 99+04 -
Fehlbildung [%] 4,2 18,8 18,2 20,0 0,0 0,0 0,0 -
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postpartale
Hypoglykamie [%]

respiratorische
Anpassungsstorung
[%]

0,0

0,0

6,3 0,0

0,0 0,0

20,0

10,0

10,0

0,0

0,0

14,3

14,3

Tabelle 5: Angaben zum Kind nach maternalem BMI vor der Schwangerschaft. Zu sehen sind Mittelwerte und Standardabweichungen. Ein * unter P-Werte
zeigt an, dass zwischen den Gruppen signifikante Unterschiede bestehen (p <0,05). Ein — unter P-Werte zeigt an, dass zwischen den Gruppen im t-Test, im Mann

Whitney U Test oder im exakten Test nach Fisher keine signifikanten Unterschiede bestehen. Hinter den einzelnen Werten der Tabelle wird angegeben, im
Vergleich zu welcher Gruppe ein signifikanter Unterschied besteht: * = zur Gruppe 1 (Normalgewicht); # = zur Gruppe 2 (Ubergewicht); + = zur Untergruppe der
Gruppe 2 ohne GDM; ° zur Untergruppe der Gruppe 2 mit GDM; * = zur Untergruppe der Gruppe 3 (Adipositas) mit GDM.

Normalgewicht Ubergewicht Adipositas
(Gruppe 1) (Gruppe 2) (Gruppe 3)
Gesamt ohne GDM mit GDM Gesamt ohne GDM mit GDM P-
(n=24) (n=16) (n=11) (n=5) (n=10) (n=3) (n=7) Werte
Gewicht [g] 674,8 + 104,4 685,1 £ 148,4 673,5 + 148,9 710,6 + 796,7+109,9 8295+151,9 782,6+98,2* *
1861,1 *
Insertion der
Nabelschnur
Zentral [%] 52,1 (n=23) 43,8 45,5 40,0 44,4 (n=9) 33,3 50,0 (n=6) -
Peripher [%] 47,8 (n=23) 56,3 54,5 60,0 55,5 (n=9) 66,7 50,0 (n=6) -

Tabelle 6: Angaben zur Plazenta nach maternalem BMI vor der Schwangerschaft. Zu sehen sind Mittelwerte und Standardabweichungen. Ein * unter P-Werte
zeigt an, dass zwischen den Gruppen signifikante Unterschiede bestehen (p <0,05). Ein — unter P-Werte zeigt an, dass zwischen den Gruppen im t-Test, im Mann
Whitney U Test oder im exakten Test nach Fisher keine signifikanten Unterschiede bestehen. Hinter den einzelnen Werten der Tabelle wird angegeben, im
Vergleich zu welcher Gruppe ein signifikanter Unterschied besteht: * = zur Gruppe 1 (Normalgewicht).
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BMI <25 ohne GDM BMI 225 ohne GDM BMI 225 mit GDM
(Gruppe 1) (Gruppe 4) (Gruppe 5)

(n=24) (n=14) (n=12) P-Werte

mannlich [%] 54,2 50,0 50,0 -
weiblich [%] 45,8 50,0 50,0 -
Gestationsalter bei Entbindung 39,2+£0,5 39,1+0,9 39,1+0,6 -
[Wochen]
Geburtsgewicht [g] 3333,7 £ 321,2 3535,7 +597,5 3759,2+357,5* *
Geburtsgewicht (Perzentile) 42,3 + 25,1 57,9+324 740+222* *
SGA [%] 16,7 7,1 0,0 -
LGA [%] 0,0 21,4 16,7 *
Geburtslange [cm] 51421 52,2+25 52,3+2,3 -
APGAR nach 1 Min. 8,6 £ 0,8 (n=23) 9,0+0,8 (n=11) 8,8 £ 1,6 (n=8) -
APGAR nach 5 Min. 9,6 £ 0,8 (n=23) 9,8+0,8 99+0,3 -
APGAR nach 10 Min. 9,9 £0,3 (n=23) 9,9+0,5 99+0,3 -
Fehlbildung [%] 4,2 14,3 8,3 -
postpartale Hypoglykamie [%] 0,0 0,0 16,7 *
respiratorische 0,0 0,0 8,3 -
Anpassungsstorung [%]

Tabelle 7: Angaben zum Kind nach GDM. Zu sehen sind Mittelwerte und Standardabweichungen. Zu sehen sind Mittelwerte und Standardabweichungen. Ein *
unter P-Werte zeigt an, dass zwischen den Gruppen signifikante Unterschiede bestehen (p <0,05). Ein — unter P-Werte zeigt an, dass zwischen den Gruppen im
t-Test, im Mann Whitney U Test oder im exakten Test nach Fisher keine signifikanten Unterschiede bestehen. Hinter den einzelnen Werten der Tabelle wird
angegeben, im Vergleich zu welcher Gruppe ein signifikanter Unterschied besteh: * = zur Gruppe 1 (BMI <25 ohne GDM).
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BMI <25 ohne GDM

BMI 225 ohne GDM

BMI 225 mit GDM

(Gruppe 1) (Gruppe 4) (Gruppe5)
(n=24) (n=14) (n=12) P-Werte
Gewicht [g] 674,8 £ 104,4 706,9 + 158,2 752,6 + 126,7 -
Insertion der Nabelschnur
Zentral [%] 52,1 (n=23) 42,9 45,5 (n=11) -
Peripher [%] 47,8 (n=23) 57,1 54,6 (n=11) -

Tabelle 8: Angaben zur Plazenta nach GDM. Zu sehen sind Mittelwerte und Standardabweichungen. Zu sehen sind Mittelwerte und Standardabweichungen. Ein
* unter P-Werte zeigt an, dass zwischen den Gruppen signifikante Unterschiede bestehen (p <0,05). Ein — unter P-Werte zeigt an, dass zwischen den Gruppen im
t-Test, im Mann Whitney U Test oder im exakten Test nach Fisher keine signifikanten Unterschiede bestehen. Hinter den einzelnen Werten der Tabelle wird
angegeben, im Vergleich zu welcher Gruppe ein signifikanter Unterschied besteh: * = zur Gruppe 1 (BMI <25 ohne GDM).
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4.1.4. HbA1c und Niichtern-Blutzucker

Die Auswertung der Blutuntersuchung ergab, dass der HbA1c der Ubergewichtigen und
adipdsen Patientinnen mit GDM (Gruppe 5) vor der Sectio im Vergleich zu den Patientinnen
der Kontrollgruppe (Gruppe 1) signifikant erhéht war (p-Wert 0,018), nicht aber im Vergleich
zu den ebenfalls tibergewichtigen und adipésen Patientinnen ohne GDM (Gruppe 4) (Tabelle
10). Es lagen 30% aller Werte innerhalb des Bereichs des sogenannten ,Pradiabetes” (5,7%-
6,4%). Diese kamen zu gleichen Anteilen aus den Gruppen 4 und 5, und auch aus der
Kontrollgruppe (Gruppe 1) lagen 2 Patientinnen an der unteren Grenze dieses Bereichs. Kein
Wert war héher als 6,5%. Auch der Nichtern-Blutzucker stieg bei erhéhtem maternalen BMI
und Vorliegen eines GDM (Gruppe 5) leicht an, lag aber stets im erwlinschten Bereich (<100
mg/dl; Tabelle 10). In den Korrelationsanalysen fand sich eine negative Korrelation zwischen
dem maternalen Nichtern-Blutzucker vor der Sectio und den fetalen IL-6 Werten aus dem
unmittelbar nach Sectio entnommenen Nabelschnurblut (Spearmans Rho -0,785, p-Wert
0,000; Abb. 4).
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Abbildung 4: Korrelation zwischen der IL-6 Konzentration und dem maternalen Niichtern-
Blutzucker Die Korrelation nach Spearmans Rho der IL-6 Werte im Nabelschnurblut und des
maternalen Nuchtern-Blutzuckers vor der Sectio ergab einen signifikanten negativen Zusammenhang:
Je héher der Niichtern-Blutzucker der Mutter vor der Sectio war, desto niedriger war die gemessene
Menge von Interleukin-6 im Nabelschnurblut.

39



4.1.5. Entziindungswerte in maternalem und fetalem Plasma

Bezlglich der Entzindungswerte im maternalen Blut zeigte sich ein leichter Anstieg des IL-6
und des CRP bei Ubergewichtigen (Gruppe 2) und adipésen Frauen (Gruppe 3) im Vergleich
zu normalgewichtigen Frauen (Gruppe 1). Dabei lagen die CRP-Werte der ibergewichtigen
und adipésen Patientinnen im Durchschnitt oberhalb des Normalbereichs, sprechen aber
maximal fur einen leichten entziindlichen Prozess. Die IL-6-Werte lagen meist im Normbereich
(Tabellen 9 und 10). Nicht in den Mittelwert eingeflossen sind die Werte, die unterhalb der
Nachweisgrenze lagen. Diese kamen zu je 40% aus der Gruppe 1 und der Gruppe 2 sowie zu
20% aus Gruppe 3.

Die Ergebnisse der fetalen Blutuntersuchungen wiesen keine nennenswerten Unterschiede
auf (Tabellen 9 und 10). Bei der Messung von IL-6 im Nabelschnurblut lagen insgesamt 18,9%
der Werte Uber 7ng/l, Uber die Halfte hiervon kamen aus der Kontrollgruppe (Gruppe 1).
Zwischen den maternalen und fetalen IL-6-Werten zeigte sich keine Korrelation
(SpearmanRho -0,241; p= 0,406), ebenso wenig zwischen den fetalen IL-6- und CRP-Werten

und dem Geburtsgewicht der Kinder.

40



Normalgewicht Ubergewicht Adipositas
(Gruppe 1) (Gruppe 2) (Gruppe 3)
(n=16) (n=10)
Gesamt ohne GDM mit GDM Gesamt ohne GDM mit GDM P-
(n=24) (n=16) (n=11) (n=5) (n=10) (n=3) (n=7) Werte
Maternales
Niichtern-Plasma
Glucose [mg/dl] 71,0+£12,3(n=8) | 77,9+ 10,0 74,6 £ 8,2 83,3+11,9 76,6 £ 10,2 77,0+ 17,0 76,3 £ 8,1 -
(n=8) (n=5) (n=3) (n=5) (n=2) (n=3)
Hba1C [%] ++ 5,3+0,3 (n=19) 56+0,3 55+0,3 5,8+0,3 (n=4)* | 5,6 £ 0,5 (n=8) 54+0,3 56+0,7 *
(n=13)* (n=9) (n=5)
CRP [mg/l] 4,0 + 3,8 (n=8) 9,3+18,7 13,4 £ 23,6 24+1,0(n=3) |7,5+8,3(n=4) 9,2 (n=1) 6,2+4,2 -
(n=8) (n=5) (n=2)
IL-6 [ng/l] 3,8+ 1,2 (n=6) 3,716 30+14 50+1,4(n=2) | 7,5+8,3(n=4) 20,0 (n=1) 3,3+0,6 -
(n=6) (n=4) (n=3)
Nabelschnurplasma
Glucose [mg/dl] 58,0 £ 14,9 62,7 £ 10,1 60,8+ 10,7 71,0%1,0 (n=3) 43,1+17,3 69,3+1,2 61,0 £ 22,2 -
(n=19) (n=13) (n=9) (n=9) (n=3) (n=5)
[1-6 [ng/I] 6,00 £ 4,7 (n=17) 48+25 53+27 30+0,0(n=2) | 6,7+6,1(n=6) 57+3,1(n=3) 7,7+9,0 -
(n=8) (n=6) (n=3)

Tabelle 9: maternale und fetale Laborwerte nach maternalem BMI vor der Schwangerschaft. Zu sehen sind Mittelwerte und Standardabweichungen. Ein

*

unter P-Werte zeigt an, dass zwischen den Gruppen signifikante Unterschiede bestehen (p <0,05). Ein — unter P-Werte zeigt an, dass zwischen den Gruppen im
t-Test, im Mann Whitney U Test oder im exakten Test nach Fisher keine signifikanten Unterschiede bestehen. Hinter den einzelnen Werten der Tabelle wird
angegeben, im Vergleich zu welcher Gruppe ein signifikanter Unterschied besteht: * = zur Gruppe 1 (Normalgewicht). ++ aus EDTA Blut gemessen.
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BMI <25 ohne GDM
(Gruppe 1)
(n=24)

BMI 225 ohne GDM
(Gruppe 4)
(n=14)

BMI 225 mit GDM
(Gruppe 5)
(n=12)

P-Werte

Maternales Niichtern-
Plasma

Glukose [mg/dl]
Hba1C [%] ++
CRP [mg/l]

IL-6 [ng/I]

71+ 12,3 (n=8)
5,3+ 0,3 (n=19)
4,0 + 3,8 (n=8)
3,8+ 1,2 (n=6)

75,3 £9,7 (n=7)
5,5+ 0,3 (n=12)

12,7 + 21,2 (n=6)
6,4 + 7,7 (n=5)

79,8 + 9,9 (n=6)
5,7 0,5 (n=9) *
3,9 + 3,0 (n=5)
4,0 + 1,2 (n=5)

Nabelschnurplasma

Glucose [mg/dl]
[1-6 [ng/l]

58,0 + 14,9 (n=19)
6,00 £ 4,7 (n=17)

62,9 + 9,9 (n=12)
54 +2,7 (n=9)

63,7 16,7 (n=9)
5,8 + 6,8 (n=5)

Tabelle 10: maternale und fetale Laborwerte nach GDM. Zu sehen sind Mittelwerte und Standardabweichungen. Ein * unter P-Werte zeigt an, dass zwischen den Gruppen
signifikante Unterschiede bestehen (p <0,05). Ein — unter P-Werte zeigt an, dass zwischen den Gruppen im t-Test, im Mann Whitney U Test oder im exakten Test nach Fisher keine
signifikanten Unterschiede bestehen. Hinter den einzelnen Werten der Tabelle wird angegeben, im Vergleich zu welcher Gruppe ein signifikanter Unterschied besteht: * = zur Gruppe
1 (BMI <25 ohne GDM). ++ aus EDTA Blut gemessen.
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4.2. Untersuchung von AJ-assoziierten Transmembranproteinen in den
Plazenten und deren Korrelation mit Entziindungsmarkern im
maternalen und fetalen Plasma sowie dem fetalen Geburtsgewicht

Es wurden von den 50 Plazentaproben insgesamt 21 Proben ausgewahlt, jeweils 7 aus
der Kontrollgruppe (Gruppe 1), 8 aus der Ubergewicht-Gruppe (Gruppe 2) und 6 aus der
Adipositas-Gruppe (Gruppe 3). Die Auswahl erfolgte per Zufallsgenerator, allerdings
wurden geziehlt alle drei Proben ohne GDM aus der Adipositas-Gruppe eingeschlossen.
Somit waren ebenfalls 7 Proben mit GDM (Gruppe 5) und 7 Proben mit einem BMI
>25kg/m? aber ohne GDM (Gruppe 4) im Western Blot vertreten. Fur die Analysen wurde

der villdse Anteil der zentral entnommenen Gewebeproben herangezogen.

4.2.1. E-Cadherin
Die densitometrische Auswertung der Banden im Vergleich zum Abgleichprotein S-Actin
ergab signifikante Unterschiede in der vorhandenen relativen Proteinmenge an E-
Cadherin in den Plazenten in Abhangigkeit vom BMI vor der Schwangerschaft sowie
dem Vorhandensein eines GDM. E-Cadherin war in den Plazenten der Ubergewichtigen
und adipdsen Gruppe ohne GDM (Gruppe 4) im Vergleich zur Kontrollgruppe (Gruppe
1) signifikant erhdht. Das zusatzliche Vorhandensein eines GDM (Gruppe 5) fihrte
hingegen zu einer signifikanten Abnahme von E-Cadherin sowohl verglichen mit der
Kontrollgruppe (Gruppe 1) als auch mit der Gruppe 4 (Abb. 5). Die genannten
Veranderungen zeigten sich auch bei weiterer Aufteilung der Gruppen 2 und 3 nach BMI
und GDM (Abb. 5b). Bei reinem Vergleich der Gruppen 1, 2 und 3 ohne Berlcksichtigung
des Vorliegens eines GDM, also einem Vergleich nur nach maternalem BMI, zeigten sich

keine signifikanten Untschiede (ohne Abb.).
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Abbildung 5: Proteinlevel von E-Cadherin in den Plazenten der verschiedenen Gruppen
Ergebnisse der Western-Blot-Analyse des Proteinlevels von E-Cadherin (135 kDa) mit g-Actin
(45 kDA) als Abgleich aus Plazentalysaten (zentral,villés) (a). Analyse von Plazenten von Frauen
verschiedener Gewichtsgruppen: Normalgewicht (Gruppe1) n=7; Adipositas ohne GDM n=3,
Ubergewicht ohne GDM n=4; Ubergewicht mit GDM n=4; Adipositas mit GDM n=3. Die Graphen
zeigen die Ergebnisse der densitometrischen Auswertung der Western Blots fir E-Cadherin
normalisiert auf B-Actin aufgeteilt nach (b) Normalgewicht (Gruppe 1), Ubergewicht (Gruppe 2)
und Adipositas (Gruppe 3) und zusatzlich Vorliegen oder Abwesenheit eines GDM und (c) jeder
BMI 2 25 kg/m? ohne GDM (Gruppe 4) bzw. mit GDM (Gruppe 5) verglichen mit der Gruppe 1
(BMI<25 ohne GDM). Angaben der relativen Proteinmenge (E-Cadherin/ 8-Actin) als Mittelwert.
Signifikante Unterschiede (*) wurden angenommen bei p <0,05.

Zwischen den E-Cadherin-Werten in der Plazenta und den Entziindungsparametern im
fetalen und maternalen Blut fanden sich keine Korrelationen. Auch das Geburtsgewicht
der Neugeborenen korrelierte nicht mit der E-Cadherin Menge in der Plazenta (ohne
Abb.).

Abbildung 6 zeigt zur Darstellung der Lokalisation von E-Cadherin exemplarisch einen

Ausschnitt einer immunhistochemischen Farbung einer Plazenta der Gruppe 2.

Abbildung 6: Exemplarischer Ausschnitt einer immunhistochemischen Farbung zur
Darstellung der Lokalisation von E-Cadherin in der humanen Plazenta. Zentral enthommene
Gewebeprobe einer Plazenta der Gruppe Ubergewicht ohne GDM. Zu sehen sind Plazentazotten
mit fetalen Kapillaren (schwarzer Pfeil) und Mesenchymzellen (geblaute Kerne), umgeben von
den Synzytiotrophoblasten und Zytotrophoblasten, welche mit dem E-Cadherin-Antikérper braun
angefarbt wurden (orangener Pfeil). Grof3enbalken: 100 ym
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4.2.2. P-Cadherin

Wie in Abb. 7 zu sehen ist, zeigte sich eine &hnliche Verteilung der relativen
Proteinmenge an P-Cadhein in den Plazenten der verschiedenen Gruppen wie E-
Cadherin, mit einem leichten Anstieg der Proteinmenge in den Plazenten der
Ubergewichtigen und adipdésen Patientinnen ohne GDM (Gruppe 4) sowie einer
Verringerung bei zusatzlichem Vorhandensein eines GDM (Gruppe 5) im Vergleich zur
Gruppe 1 und 4 (Abb.7). Allerdings waren die Unterschiede statistisch nicht signifikant.
Auch bei Vergleich der plazentaren P-Cadherin Menge in Abhangigkeit des maternalen
BMI zeigte keine signifikanten Unterschiede (ohne Abb.), auch nicht nach zuséatzlicher
Einteilung von Gruppe 2 und 3 nach Vorliegen eines GDM (Abb. 7).
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Abbildung 7: Proteinlevel von P-Cadherin in den Plazenten der verschiedenen Gruppen
Ergebnisse der Western-Blot-Analyse des Proteinlevels von P-Cadherin (91 kDa) mit g-Actin (45
kDA) als Abgleich aus Plazentalysaten (zentral,villés) (a). Analyse von n Plazenten von Frauen
verschiedener Gewichtsgruppen: Normalgewicht (Gruppe1) n=7; Adipositas ohne GDM n=3,
Ubergewicht ohne GDM n=4; Ubergewicht mit GDM n=4; Adipositas mit GDM n=3. Die Graphen
zeigen die Ergebnisse der densitometrischen Auswertung der Western Blots fir P-Cadherin
normalisiert auf g-Actin aufgeteilt nach (b) Normalgewicht (Gruppe 1), Ubergewicht (Gruppe 2)
und Adipositas (Gruppe 3) und zuséatzlich Vorliegen oder Abwesenheit eines GDM und (c) jeder
BMI = 25 kg/m? ohne GDM (Gruppe 4) bzw. mit GDM (Gruppe 5) verglichen mit der Gruppe 1
(BMI<25 ohne GDM). Angaben der relativen Proteinmenge (P-Cadherin/ 8-Actin) als Mittelwert.
Signifikante Unterschiede (*) wurden angenommen bei p <0,05.

Korrelationen zwischen der relativen Proteinmenge von P-Cadherin und den
Konzentrationen von Entziindungsmarkern in maternalem und fetalem Blut sowie dem

Geburtsgewicht der Kinder zeigten sich nicht (ohne Abb.).

4.2.3. VE-Cadherin
Die Ergebnisse der Western Blots mit VE-Cadherin zeigten einen leichten Anstieg der
relativen Proteinmenge bei Vorliegen eines GDM (Gruppe 5) im Vergleich zur Gruppe 1
und 4 (Abb. 8), der jedoch nicht signifikant war. Die plazentare Proteinmenge von VE-
Cadherin zeigte in Abhangigkeit vom BMI der Mutter (Gruppe 2 und 3) ebenfalls keine
signifikanten Unterschiede (ohne Abb.), auch nicht bei weiterer Unterteilung von Gruppe
2 und 3 nach Vorliegen eines GDM (Abb. 8)
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Abbildung 8: Proteinlevel von VE-Cadherin in den Plazenten der verschiedenen Gruppen
Ergebnisse der Western-Blot-Analyse des Proteinlevels von VE-Cadherin (115 kDa) mit g-Actin
(45 kDA) als Abgleich aus Plazentalysaten (zentral,villds) (a). Analyse von n Plazenten von
Frauen verschiedener Gewichtsgruppen: Normalgewicht (Gruppe1) n=7; Adipositas ohne GDM
n=3, Ubergewicht ohne GDM n=4; Ubergewicht mit GDM n=4; Adipositas mit GDM n=3. Die
Graphen zeigen die Ergebnisse der densitometrischen Auswertung der Western Blots flr VE-
Cadherin normalisiert auf S-Actin aufgeteilt nach (b) Normalgewicht (Gruppe 1), Ubergewicht
(Gruppe 2) und Adipositas (Gruppe 3) und zusatzlich Vorliegen oder Abwesenheit eines GDM
und (c) jeder BMI 2 25 kg/m? ohne GDM (Gruppe 4) bzw. mit GDM (Gruppe 5) verglichen mit der
Gruppe 1 (BMI<25 ohne GDM). Angaben der relativen Proteinmenge (VE-Cadherin/ -Actin) als
Mittelwert. Signifikante Unterschiede (*) wurden angenommen bei p <0,05.

Die Untersuchung der Korrelation zwischen VE-Cadherin und den Entziindungswerten
ergab, dass die relative Proteinmenge an VE-Cadherin in der Plazenta tendenziell
zunahm, je mehr IL-6 im mutterlichen Blut vorhanden war (Spearman-Rho 0,543, p-Wert
0,266; ohne Abb.). Je groRer wiederum die Menge an VE-Cadherin in der Plazenta,
desto niedriger war die IL-6 Konzentration im fetalen Plasma (Spearman-Rho -0,735, p-
Wert 0,006; Abb. 9). Ein mdglicher Zusammenhang von VE-Cadherin und dem

Geburtsgewicht des Kindes war nicht festzustellen (ohne Abb.).
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Abbildung 9: Korrelation zwischen der Interleukin-6 Konzentration im Nabelschnurblut und
der relativen Proteinmenge von VE-Cadherin in der Plazenta. Die Korrelation nach Spearmans
Rho ergab einen signifikanten negativen Zusammenhang: Je weniger VE-Cadherin in der Plazenta
nachgewiesen wurde, desto héher war die Konzentration von Interleukin-6 im Nabelschnurblut.
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Abb. 10 zeigt einen beispielhaften Ausschnitt einer immunhistochemischen Farbung mit
einem gegen VE-Cadherin gerichteten Antikdrper einer Plazenta aus der Kontrollgruppe.

Abbildung 10: Exemplarischer Ausschnitt einer immunhistochemischen Farbung zur Darstellung
der Lokalisation von VE-Cadherin in der humanen Plazenta. Zentral entnommener Teil einer
Plazenta der Kontrollgruppe. Zu sehen sind Plazentazotten mit fetalen Kapillaren, deren Epithel mit dem
VE-Cadherin-Antikdrper braun angefarbt wurde (schwarzer Pfeil) und Mesenchymzellen (geblaute
Kerne), umgeben von den Synzytiotrophoblasten und Zytotrophoblasten, ebenfalls braun angefarbt mit
dem VE-Cadherin- Antikorper (orangener Pfeil).

4.2.4. CD31

Die Plazenten der verschiedenen Gruppen unterscheiden sich hinsichtlich der relativen
Proteinmenge an CD31 nicht signifikant voneinander (Abb.11). AuRerdem fand sich
keine  Korrelation  zwischen  plazentaren = CD31-Proteinleveln  und  den
Entziindungsparametern im maternalen und fetalen Plasma, sowie dem Geburtsgewicht
der Kinder (ohne Abb.).
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Abbildung 11: Proteinlevel von CD31 in den Plazenten der verschiedenen Gruppen
Ergebnisse der Western-Blot-Analyse des Proteinlevels von CD31 (100 kDa) mit g-Actin (45 kDA)
als Abgleich aus Plazentalysaten (zentral,villds) (a). Analyse von n Plazenten von Frauen
verschiedener Gewichtsgruppen: Normalgewicht (Gruppe1) n=7; Adipositas ohne GDM n=3,
Ubergewicht ohne GDM n=4; Ubergewicht mit GDM n=4; Adipositas mit GDM n=3. Die Graphen
zeigen die Ergebnisse der densitometrischen Auswertung der Western Blots fir CD31
normalisiert auf B-Actin aufgeteilt nach (b) Normalgewicht (Gruppe 1), Ubergewicht (Gruppe 2)
und Adipositas (Gruppe 3) und zusatzlich Vorliegen oder Abwesenheit eines GDM und (c) jeder
BMI = 25 kg/m? ohne GDM (Gruppe 4) bzw. mit GDM (Gruppe 5) verglichen mit der Gruppe 1
(BMI<25 ohne GDM). Angaben der relativen Proteinmenge (CD31/ f-Actin) als Mittelwert.
Signifikante Unterschiede (*) wurden angenommen bei p <0,05. Die signigikante Outlier innerhalb
einer Gruppe wurde mit einem roten Stern markiert.

Abb. 12 zeigt einen Ausschnitt einer immunhistochemischen Farbung einer Plazenta aus
der Kontrollgruppe mit CD31. Das Vorkommen des Proteins im fetalen Kapillarendothel

wird deutlich.

RPN $a
=

Abbildung 11: Beispielhafter Ausschnitt einer immunhistochemischen Farbung zur
Darstellung der Position von CD31 in der humanen Plazenta. Zentral entnommener Teil einer
Plazenta der Kontrollgruppe. Zu sehen sind Plazentazotten mit fetalen Kapillaren, deren Epithel
mit dem CD31-Antikdrper braun angefarbt wurde (schwarzer Pfeil) und Mesenchymzellen
(geblaute Kerne), umgeben von den Synzytiotrophoblasten und Zytotrophoblasten (geblaute
Kerne; orangener Pfeil). GrolRenbalken: 100 ym

4.2.5. p-Catenin
Bezlglich des p-Catenins zeigte sich eine leicht verminderte relative Proteinmenge in
den Plazenten der Ubergewichtigen und adipésen Frauen ohne GDM (Gruppe 4) im
Vergleich zur Kontrollgruppe (Gruppe 1), ein leichter Anstieg war dagegen bei den
Ubergewichtigen und adipdsen Frauen mit GDM (Gruppe 5) zu erkennen. (Abb. 13). In
Abhangigkeit des maternalen BMI (Gruppe 2 und 3) waren keine signifikanten

Veranderungen des plazentaren p-Catenins festzustellen (ohne Abb.), auch die
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(@)

Aufteilung von Gruppe 2 und 3 nach Vorliegen eines GDM zeigte keine signifikanten
Unterschiede oder eine eindeutige Tendenz (Abb. 13).
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Abbildung 13: Proteinlevel von S-Catenin in den Plazenten der verschiedenen Gruppen
Ergebnisse der Western-Blot-Analyse des Proteinlevels von g-Catenin (92 kDa) mit g-Actin (45
kDA) als Abgleich aus Plazentalysaten (zentral, villds) (a). Analyse von n Plazenten von Frauen
verschiedener Gewichtsgruppen: Normalgewicht (Gruppe1) n=7; Adipositas ohne GDM n=3,
Ubergewicht ohne GDM n=4; Ubergewicht mit GDM n=4; Adipositas mit GDM n=3. Die Graphen
zeigen die Ergebnisse der densitometrischen Auswertung der Western Blots fur g-Catenin
normalisiert auf B-Actin aufgeteilt nach (b) Normalgewicht (Gruppe 1), Ubergewicht (Gruppe 2)
und Adipositas (Gruppe 3) und zusatzlich Vorliegen oder Abwesenheit eines GDM und (c) jeder
BMI = 25 kg/m? ohne GDM (Gruppe 4) bzw. mit GDM (Gruppe 5) verglichen mit der Gruppe 1
(BMI<25 ohne GDM). Angaben der relativen Proteinmenge (8-Catenin/ §-Actin) als Mittelwert.
Signifikante Unterschiede (*) wurden angenommen bei p <0,05.

Anhnlich wie bei den Ergebnissen des VE-Cadherin nahm auch die plazentare
Proteinmenge an p-Catenin tendenziell zu, je mehr IL-6 im Blut der Mutter vorhanden
war (Spearman-Rho 0,429; p-Wert 0,397; ohne Abb). Je mehr g-Catenin in der Plazenta
nachgewiesen wurde, desto niedriger wiederum war die Konzentration von IL-6 im
Nabelschnur-Blut (Spearman-Rho -0,828, p-Wert 0,001; Abb. 14).

Zwischen der g-Catenin Menge und dem Geburtsgewicht der Neugeborenen fand sich

keine Korrelation (ohne Abb.).
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Abbildung 14: Korrelation zwischen der Interleukin-6 Konzentration im Nabelschnurblut
und der Proteinmenge von B-Catenin in der Plazenta. Die Korrelation nach Spearmans Rho

ergab einen signifikanten negativen Zusammenhang: Je weniger (-Catenin in der Plazenta
nachgewiesen wurde, desto héher war die Konzentration von Interleukin-6 im Nabelschnurblut.
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5. Diskussion

Maternales Ubergewicht stellt ein Risiko fir Komplikationen in der Schwangerschaft dar,
da es die Wahrscheinlichkeit fur das Auftreten eines GDM, einer Praeklampsie und einer
fetalen Makrosomie erhoht. ersiehtin 14 Als Ursache der Praeklampsie wird u.a. eine
plazentare Dysfunktion aufgrund eines verstarkten inflammatorischen Milieus sowie
einer eingeschrankten vaskularen Funktion in der Plazenta diskutiert.***88" Auch ein
GDM wird mit einem verstarkten plazentaren und systemischen Entziindungsmilieu in
Verbindung gebracht.®® *® Eine fetale Makrosomie kann bei Ubergewicht und Adipositas
mit oder ohne GDM durch das erhdhte Nahrstoffangebot entstehen. Ubersiohtin 124

Auch in der vorliegenden Studie kam es bei zunehmendem maternalen BMI vermehrt zu
einem GDM: 72,7% der adiposen Gruppe (Gruppe 3) entwickelten in der
Schwangerschaft einen Diabetes, wahrend es in der Gruppe 2 26,7% waren. Im
Vergleich zu Daten aus Studien mit gréRerer Stichprobe sind diese Zahlen sehr hoch: In
einer australischen Kohorte betrug die GDM Prévalenz bei adipésen Frauen 13,8%.'%°
Aulerdem sind in der adipdésen Gruppe hohere Blutdruckwerte und vermehrtes
Auftreten einer Proteinurie zu verzeichnen. Beides zahlt in starkerer Auspragung zu den
Diagnosekriterien einer Praeklampsie.”? Fiir die Praeklampsie wird eine gestérte
Plazentation mit konsekutiver Hypoxie in der Plazenta und Freisetzung von
endothelschadigenden Faktoren als Pathogenese vermutet, Uersientn 74.99 |nyiefern die
Proteinurie und der erhdhte Blutdruck bei den adipdsen Frauen schon vor der
Schwangerschaft bestand oder durch andere Faktoren bedingt ist, ist allerdings nicht
bekannt.

Bei der Betrachtung der Geburtsanamnese zeigten sich bei den Ubergewichtigen
(Gruppe 2) und adiopsen (Gruppe 3) Frauen keine hoheren Abortraten in
vorhergehenden Schwangerschaften als in der Kontrollgruppe 1, wobei anzumerken ist,
dass der BMI der Frauen bei friheren Schwangerschaften nicht erfasst wurde. Hiermit
kann also keine endglltge Aussage dariber getroffen werden, ob maternale Adipositas

das Risiko einer Fehlgeburt erhoht, so wie es in der Literatur beschrieben wurde. UPersiont

in 14; 20, Ubersicht in 22

Durch miitterliches Ubergewicht und Adipositas kommt es laut Literatur vermehrt zu

Wachstumsstérungen des Fetus. Wahrend im Mausmodell*

und auch in wenigen
klinischen Studien®® ein vermindertes Geburtsgewicht bei maternaler Adipositas
beschrieben wurde, kommt es in den meisten klinischen Studien deutlich haufiger zu
einer fetalen Makrosomie. Ubesiht in 33 Dje yorliegende Studie reiht sich in diese
Beobachtung ein, da die adipésen Frauen der Gruppe 3 signifikant haufiger LGA-Kinder
zur Welt brachten.
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5.1. Der Einfluss von maternalem Ubergewicht und Gestationsdiabetes
auf die plazentare E-Cadherin-Proteinmenge

In den Plazenten der Patientinnen mit Ubergewicht und Adipositas (Gruppe 2 und 3)
wurde signifikant weniger E-Cadherin auf Proteinebene detektiert als in den Plazenten
der normalgewichtigen Patientinnen (Gruppe 1), allerdings nur, wenn gleichzeitig auch
ein GDM vorlag (Gruppe 5). Bei alleinigem maternalen Ubergewicht bzw. Adipositas
(Gruppe 4) war hingegen mehr E-Cadherin in den Plazenten im Vergleich zur
Kontrollgruppe (Gruppe 1) nachweisbar. Es ist nicht vollstandig geklart, welche Menge
an E-Cadherin fir eine gesunde Plazentafunktion notwendig ist. Einerseits kann die
Qualitat der Zellverbindungen durch Fehlen des Proteins beeintréchtigt sein, Upersientin €0
Eine diskontinuierliche Verteilung in der Basalmembran des Synzytiotrophoblasten
wurde mit einem abnormalen uteroplazentalen Blutfluss in Verbindung gebracht'?. In
einem Mausmodell war an verschiedenen Tagen der Schwangerschaft signifikant
weniger E-Cadherinin der Plazenta Ubergewichtiger Muttertiere im Vergleich zu
normalgewichtigen  Tieren  nachweisbar, was zu einer durchlassigeren

07 Insofern

Trophoblastenschicht der fetomaternalen Transferzone flihren koénnte.
kénnte sich die verringerte Proteinmenge von E-Cadherin in der Gruppe 5 negativ auf
die Barrierefunktion der Plazentaschranke auswirken oder einen veranderten Blutfluss
in der Plazenta hervorrufen. Zudem wird die Entstehung einer Plazenta percreta bei
vermindert vorhandenem E-Cadherin beginstigt.'®

Andererseits ist die Invasion der Trophoblasten in die Spiralarterien der Dezidua nur
durch eine Herunterregulation von E-Cadherin in den Trophoblasten méglich. Zu viel E-
Cadherin erschwert die regelrechte Ausbildung der Plazenta und den Umbau der
Spiralarterien und somit einen ausreichenden uteroplazentaren Blutfluss.®* Dies wird als
eine pathogenetische Ursache der Praeklampsie diskutiert.®® Vor diesem Hintergrund
koénnte wiederum die signifikant erhdhte Proteinmenge von E-Cadherin in der Gruppe 4
einen Nachteil darstellen. Anzumerken ist, dass die Invasion der Trophoblasten zu
Beginn der Schwangerschaft stattfindet, in der vorliegenden Studien aber reife
Plazentaproben untersucht wurden. Zudem hatte zur Beurteilung der Verbindung
zwischen Plazenta und Gebarmutter eher der maternale Abschnitt der Plazenta
untersucht werden mussen. Mit den Daten der vorliegenden Studie kann daher keine
direkte Aussage Uber die Bedingungen bei der Trophoblasteninvasion getroffen werden.
E-Cadherin kommt in villdsen Zytotrophoblasten und in extravillésen Trophoblasten
vor.'?812 Die physiologisch vorhandene Proteinmenge von E-Cadherin ist abhénging
vom Zeitpunkt der Zelldifferenzierung: Fur die Invasion der extravillésen Trophoblasten
wird E-Cadherin zunachst herunter reguliert. Diese Zellen verschmelzen am Endpunkt

ihrer Differenzierung zu vielzelligen Riesenzellen, die ihre invasiven Eigenschaften
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verloren haben. Zum Zusammenschluss der Zellen ist kurzzeitig wieder die Expression
von E-Cadherin nétig."® Auch in einem vorausgehenden Mausmodell wurde sowohl bei
maternalem Normalgewicht, als auch unter Ubergewicht ein Anstieg der Proteinmenge
von E-Cadherin an Tag 15 der Schwangerschaft im Vergleich zu Tag 11 gezeigt. Dies
spiegelt den invasiven Phanotyp der Trophoblasten in der friihen Schwangerschaft
wieder, wahrend im Anschluss wieder ein stabiler Zell-Zell-Kontakt benétigt wird.'! Bei
dem Auftreten einer schwangerschaftsassoziierten Hypertonie und einer Praeklampsie
wurde eine fehlerhafte Fusion der interstitiellen Trophoblasten beschrieben.'® Die in
dieser Studie gesteigerte Menge an E-Cadherin im villdsen Teil der Plazenta bei
maternalem Ubergewicht ohne einen GDM kénnte fiir eine beeintrachtigte Fusion des
Synzytiotrophoblasten sprechen.'? Als Teil der Plazentaschranke reguliert er den
Austausch von Stoffen zwischen fetalem und maternalem Blut. Durch Fusion der
Zytotrophoblasten zum Synzytium wird die Plazentaschranke zum Ende der
Schwangerschaft hin immer diinner*® und somit durchlassiger. (aus: Aumiiller G A. G.,
Doll A, Engele J, Kirsch J, Mense S et al. Duale Reihe Anatomie)' Die Fusion wird
durch den Abbau von E-Cadherin in den Zytotrophoblasten méglich.'?” Somit kénnte
eine erhdhte Proteinmenge von E-Cadherin durch eine unzureichende Fusion des
Synzytiotrophoblasten fur einen beeintrachtigen Stofftransport zum Feten bei maternaler
Adipsitas verantwortlich sein.

Bei Vorliegen eines GDM wiederum konnte die geringere Menge an E-Cadherin im
villésen Teil der Plazenta fur eine sehr dunne Plazentaschranke und erhdhten
Nahrstofftransport sprechen. Diese kénnte zumindest in Teilen das im Vergleich zur
Kontrollgruppe signifikant gesteigerte Geburtsgewicht der Neugeborenen von Muttern
mit Adipositas und GDM erklaren. Die gegenséatzlichen Ergebnisse bei Abwesenheit und
Vorliegen eines GDM erscheint dennoch wenig intuitiv und erschweren das Aufzeigen

moglicher Erklarungen.

5.2. Die plazentare VE-Cadherin Proteinmenge unter Gestationdiabetes
In der vorliegenden Studie war in den villésen Abschnitten der Plazenten von Frauen mit
Ubergewicht und GDM (Gruppe 5) ein — wenn auch nicht signifikanter — Anstieg der VE-
Cadherin Menge im Vergleich zu Plazenten normalgewichtiger Frauen (Gruppe 1) oder
den Ubergewichtigen Frauen ohne einen GDM (Gruppe 4) zu beobachten. Bei einer
spezifischen Untersuchung arterieller und vendser Endothelzellen durch Muhlberger
wurde in diabetischen Plazenten eine signifikant erhdhte VE-Cadherin Menge
detektiert’™!, was sich mit den Ergebnissen unserer Studie vereinbaren lasst. VE-
Cadherin erleichtert die Bildung neuer Blutgefafe, indem es Endothelzellkontakte

herstellt. Ubersicht in 132 e arhdhten Proteinlevel von VE-Cadherin in den untersuchten
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Plazenten der Gruppe 5 kdnnten somit die bei GDM haufiger auftretende Chorangiose,
die als Ausschdpfung der Plazentareserven unter hypoxischen Bedingungen anzusehen
ist, erklaren.®® Das ungeborenen Kinde wird auf diese Art vor einer Hypoxie geschiitzt.
Sind die funktionellen Reserven der Plazenta jedoch ausgeschopft, scheint dieser
Mechanismus nicht zu funktionieren: in einer Studie, die die relative VE-Cadherin
Proteinmenge mittels histologischer Farbungen verglich, wurde bei Vorliegen eines
GDM signifikant weniger VE-Cadherin in den GefaRen beschrieben." Auch in
Plazenten von Mausen, die eine High-Fat-Diet erhielten, war eine Abnahme von VE-

Cadherin zu beobachten. '’

5.3. Keine Veranderungen von plazentarem P-Cadherin, CD 31 und S-
Catenin in Abhéangigkeit von maternaler Adipositas oder
Gestationsdiabetes

Es konnten in der vorliegenden Studie keine Veranderungen der relativen Proteinmenge
von P-Cadherin, CD31 und g-Catenin in Abhangigkeit von maternaler Adipositas oder
GDM festgestellt werden. Im Gegensatz dazu konnten Babawale et al mittels
immunhistochemischer Farbungen signifikant weniger g-Catenin in den Gefallen der
Plazenten von Frauen mit einem GDM nachweisen.' In der vorliegenden Studie
wurden nicht nur die Gefale, sondern Plazentalysate aus dem villdsen Abschnitt
untersucht, was eine alleinige Aussage Uber die Menge an p-Catenin in den
Endothelzellen nicht ermdglicht. Fir CD31 konnte ein verringertes Proteinlevel in
Plazenten von ubergewichtigen Mausen gezeigt werden. Auch hier unterscheiden sich
Methodik und untersuchter Anteil der Plazenta.’®" Bei der Mausstudie wurden die Proben
der Plazenta friher entnommen, wahrend unsere Studie reife Plazenten untersuchte.
Auferdem zeigten die Feten der Mausstudie eine IUGR, wahrend die Neugeborenen
der vorliegenden Studie bei maternaler Adipositas zu einem erhéhten Geburtsgewicht
neigten.'”" Abgesehen davon gibt es bisher nicht viele Studien, die den Einfluss von
maternaler Adipositas und GDM auf die Proteinmenge von P-Cadherin, CD31 und -

Catenin in der Plazenta untersucht haben.

5.4. Inflammation in maternalem und fetalem Blut unter maternalem
Ubergewicht bzw. maternaler Adipositas mit und ohne
Gestationsdiabetes

Ein erhdéhter BMI der Mutter und das Vorliegen eines GDM wird mit einem verstarkten
Entzindungsmilieu in der Plazenta und im maternalen Blutkreislauf assoziiert, was als

Ursache fiir die plazentare Dysfunktion diskutiert wird.>* % % So konnte bei maternaler
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Adipositas erhdhte Konzentrationen von IL-6 und CRP im Serum im Vergleich zu
normalgewichtigen Schwangeren gezeigt werden, Ubersichtin 46;47.101

Auch in der vorliegenden Studie sahen wir einen tendenziellen Anstieg von CRP und IL-
6 in der Gruppe 3 der adipdsen Schwangeren im Vergleich zu Gruppe 1 und 2, allerdings
gab es keine signifikanten Unterschiede. Dieses Ergebnis kann durch eine
vorausgehende Ubersichtsarbeit erklart werden: Es konnte zwar ein Anstieg der pro-
inflammatorischen Mediatoren bei adipésen Frauen wahrend der Schwangerschaft
gezeigt werden, allerdings war dieser am Ende der Schwangerschaft nicht mehr
signifikant. Upersieht i 133 Apndere Studien konnten dagegen auch am Ende der
Schwangerschaft signifikant erhéhte Werte von sowohl CRP als auch IL-6 im Blut
adipdser Schwangerer im Vergleich zu normalgewichtigen Kontrollen finden, Ueersct in 46:
%2 Als physiologische Reaktion kénnte dies einer verstarkten Immunabwehr am Ende der
Schwangerschaft dienen.*’

Metainflammation umfasst neben dem hier gemessenen IL-6 und CRP noch zahlreiche
weitere proinflammatorische Faktoren, die in verschiedenen Signalwegen freigesetzt
werden. Upersicht in 13 \/iale davon, beispielsweise TNF-a, IL-8 und IL-1 scheinen sich
nachteilig auf die Trophoblasteninvasion und -differenzierung auszuwirken, und damit
insbesondere zu Beginn der Schwangerschaft eine wichtige Rolle zu spielen. Sie kbnnen
zudem zur Apoptose der Trophoblasten des 1. Trimesters flihren. Die Produktion
antiinflammatorischer Faktoren wie IL-10 und des Transkriptionsfaktors PPAR-y kann

diesen Schéadigungen entgegenwirken.'®

Die genauen Zusammenhange dieser
Mechanismen und deren mdgliches Versagen bei Schwangerschaftskomplikationen
durch Adipositas und GDM zeigen neue Fragestellungen auf. In der vorliegenden Studie
wurde mit IL-6 und CRP nur ein kleiner Teil der an der Metainflammation beteiligten
Faktoren untersucht, weshalb nur eine eingeschrankte Aussage moglich ist.

Ein Grund fir die wenig erhéhten Entziindungsmediatoren und das gleichermalen gute
Outcome der Neugeborenen in unserer Studie kdnnte auch so erklart werden, dass der
Blutzuckerspiegel der Frauen mit GDM (Gruppe 5) durch Ernahrungsumstellung und
Insulin gut eingestellt wurde. lhre HbA1c-Werte waren zwar im Vergleich zu Gruppe 1
signifikant héher, waren aber dennoch nicht pathologisch erhoéht. Die somit fast
normalisierte Stoffwechsellage hat hier mdglicherweise weiteren Folgen durch
verstarkte Inflammation vorgebeugt.

Ubersicht in 46; 55, 57, 58 Wurde auch in der

So, wie es viele andere Studien bereits beschrieben,
vorliegenden Dissertation keine Erhéhung der proinflammatorischen Faktoren IL-6 und
CRP im fetalen Kreislauf bei maternaler Adiopsitas beobachtet. Dies kdnnte darauf
zurtickzufuhren sein, dass die Plazentaschranke fur Interleukine, besonders das IL-8

weitestgehend undurchlassig zu sein scheint.®” ®' Andere Studien kamen wiederum zu
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dem Ergebnis, dass IL-6 die Plazentaschranke passieren kann, da es im Kreislauf der
Feten und im Fruchtwasser von schwangeren Ratten, denen IL-6 injiziert wurde,
nachgewiesen werden konnte. Die Durchlassigkeit schien zudem in der Mitte der
Schwangerschaft héher zu sein als am Ende."® 1%

Es ware also denkbar, dass im Verlauf der Schwangerschaft die ungeborenen Kinder
einem verstarkten Inflammationsmilieu ausgesetzt waren, welcher sich am Ende der
Schwangerschaft nicht mehr nachweisen lasst. Entziindungsparameter im mdtterlichen

Blut wahrend der Schwangerschaft liegen fir diese Studie leider nicht vor.

5.5. Korrelation von Inflammation und AJ-assoziierten plazentaren
Proteinen

In der vorliegenden Dissertation konnte ein inverser Zusammenhang zwischen der
Menge an VE-Cadherin und g-Catenin in der Plazenta und der Konzentration von IL-6
im fetalen Plasma gezeigt werden. Jedoch wies keines dieser untersuchten Proteine
pathologische Werte oder signifikante Unterschiede zwischen den verschiedenen
Gruppen auf.
Aus der Literatur ist bekannt, dass es durch den Einfluss von Entziindungsfaktoren wie
TNF-a zu einer Abnahme von VE-Cadherin in den Endothelzellen kommt, was die
Permeabilitat der Zellmembran erhoht.®® '3° Dies I4sst die Vermutung zu, dass im
Gegensatz dazu das vermehrte Vorhandensein von VE-Cadherin und p-Catenin,
welches die Endothelzellverbindungen mit dem Zytoskelett verbindet, zu dichteren
Zellverbindungen und einer undurchlassigeren Plazentaschranke fihrt. So wird
moglicherweise das ungeborene Kind vor dem Einfluss proinfammatorischer Faktoren
geschuitzt. Die Vermutung wird durch die Beobachtung unterstitzt, dass die detektierte
VE-Cadherin Menge in der Plazenta mit steigender Konzentration von IL-6 im
maternalen Blut tendenziell zunahm, auch wenn dieser Zusammenhang keine
statistische Signifikanz erreichte. Dies steht eher im Gegensatz zu den Einflissen
proinflammatorischer Faktoren auf die Integritdt der Endothelpermeabilitat, die in
anderen Studien beobachtet wurden: so kommt es durch IL-2 zu einer Stérung der
Endothelzellbarriere, die sich in einer verstarkten Endozytose von VE-Cadherin
zeigte.’® Der Transportmechanismus von IL-6 (iber die Plazentaschranke ist nicht
vollstandig geklart, es werden ein parazellularer Transport und einelnternalisierung tber
Rezeptorbindung als Méglichkeiten diskutiert. Spezifische Mechanismen scheinen aber
gerade aufgrund der Undurchlassigkeit der Plazentaschranke fiur IL-8 notwendig zu
sein.”™ Ob AJ-assoziierte Proteine wie VE-Cadherin oder p-Catenin auf diese

Mechanismen tatsachlich Einfluss nehmen, bleibt weiterhin zu klaren.
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5.6. Zusammenfassung
Zusammenfassend kam es in der vorliegenden Studie bei maternaler Adipositas
(Gruppe 3) haufiger zu einem GDM und das Geburtsgewicht der Kinder aus Gruppe 3
und 5 war im Vergleich zu den Kindern der normalgewichtigen Mutter (Gruppe 1) erhoht.
Andere Komplikationen traten nicht auf, das kurzfristige Outcome der Neugeborenen
war nicht beeintrachtigt. Hinweise auf eine eingeschrankte Plazentafunktion zeigten sich
in Form einer verringerten E-Cadherin Menge in den Plazenten von Ubergewichtigen
Muttern, die zusatzlich einen GDM entwickelten. Hingegen konnte auch ein
Ubermafiges Vorhandensein von E-Cadherin zu einer plazentaren Funktionsstérung
fihren, wie es bei den libergewichtigen Mittern onne GDM beobachtet wurde. Uber die
erhohten Proteinlevel von Adhasionsmolekilen, insbesondere VE-Cadherin und S-
Catenin wird mdoglicherweise einem beeintrachtigten Outcome der Neugeborenen
vorgebeugt, um Uber eine ausreichende GefalRdichte den Fetus mit Sauerstoff zu
versorgen und durch eine intakte Plazentaschranke vor potenziell negativen Einflliissen
wie proinflammatorischen Faktoren zu schitzen. Die Proteinlevel von VE-Cadherin und
S-Catenin waren jedoch unter Ubergewicht, Adipositas und GDM nicht signifikant
verandert. Unter welchen Umstanden es genau zu solchen Veranderungen kommt und
unter welchen Umstanden die Mechanismen mdglicherweise scheitern, muss noch
weiter erforscht werden. Beispielsweise sollte auch die Korrelation weiterer
Entzindungsfaktoren wie IL-8 , IL—2 und TNF- a auf AJ-assoziierte Proteine in der
Plazenta untersucht werden, da an einem inflammatorischen Milieu stets mehrere
Faktoren beteiligt sind und unter Umstanden auch kleine Veranderungen zu negativen

Auswirkungen auf Plazenta und Fetus fiihren kénnen.

5.7. Starken und Schwachen der Studie
Die vorliegende Studie gibt einen weiten Uberblick (iber das Thema Adipositas und GDM
in der Schwangerschaft, dessen Folgen und mogliche Erklarungsansatze sowohl auf
klinischer als auch auf experimenteller Ebene. Die Verbindung aus experimenteller
Laborarbeit und der klinischen Forschung mit Asservierung von humanem Material ist
ein hervorstechendes Merkmal dieser Arbeit. Die Umsetzung war entsprechend
herausfordernd und ist an vielen Stellen gut gelungen, gleichzeitig gibt es auch
Méoglichkeiten der Optimierung. Mit einer gréReren Stichprobe hatten eventuell noch
genauere und aussagekraftigere Ergebnisse erzielt werden kdénnen, zudem hatte ein
noch strengerer Ausschluss von Proben aufgrund von Vorerkrankungen oder
Medikamenteneinnahmen erfolgen kénnen. Zudem waren fir eine vollstandigere
Untersuchung des Entziindungsmilieus und dessen Einfluss auf AJ-assoziierte Proteine

auch RNA- oder Proteinanalysen von Entztiindungsfaktoren in der Plazenta selbst sehr
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winschenswert gewesen. Fur folgende Studien sind zur besseren Entschlisselung des
Einflusses des Entziindungsmilieus auf die AJ-assoziierten Proteine zum einen die
Bestimmung weiterer Entziindungsfaktoren in maternalem bzw. fetalem Plasma, zum
anderen auch deren Bestimmung zu mehreren Zeitpunkten in der Schwangerschaft
anzustreben. Ein direkter Einfluss der Entziindungsfaktoren auf plazentare Zellen und
die AJ-assoziierten Proteine konnte in Zellkulturen untersucht werden. Daruber hinaus
sollten Modelle in Zellkultur oder Tierstudien entwickelt werden, um mehr Uber die
physiologische Menge der AJ-assoziierten Proteine in der Plazenta zu erfahren. So
kénnte beispielsweise durch gezielte Uber- oder Unterexpression der Cadherine, CD31
und p-Catenin und anschlieRende Untersuchungen der Plazentaschranke und der
plazentaren GefalRe ein besseres Verstandnis fur die physiologisch bendtigten

Proteinlevel gewonnen werden.
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Kit

Menzel-Glaser Superfrost
Plus

Dako Antikorper Diluent

SEA BLOCK Blocking
Buffer

Pierce™ BCA Protein
Assay Kit

96 Well Platte Nunc

PageRuler Prestained
Protein Ladder

Transfermembran
Amersham™ Protran® NC
0,45 um

Amersham™ ECL™
Prime Western Blotting
Detection Reagent

Sarstedt, NiUmbrecht, Deutschland
Sarstedt, NiUmbrecht, Deutschland

Sarstedt, NiUmbrecht, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Thermo Fisher Scientific,
Waltham Massachusetts,
USA

Menzel GmbH & CoKG,
Braunschweig, Deutschland

Agilent, Santa Clara, USA

Thermo Fisher Scientific,
Waltham Massachusetts, USA

Thermo Fisher Scientific,
Waltham Massachusetts, USA

Thermo Fisher Scientific,
Waltham Massachusetts, USA

Thermo Fisher Scientific,
Waltham Massachusetts, USA

Carl-Roth GmbH & Co KG,
Karlsruhe, Deutschland

GE Healthcare Life Sciences
Solingen, Deutschland

Blutentnahme
Blutentnahme

Blutentnahme

Probenkonservierung,
Proteinisolation, Western
Blot

Immunhistochemie

Immunhistochemie

Immunhistochemie

Immunhistochemie

Proteinbestimmung

Proteinbestimmung

Western Blot

Western Blot

Western Blot

7.5. Puffer
Name Zusammensetzung Methode
1x Citratpuffer - 10 % (v/v) Dako Citrat pH 6 Immunhistochemie
- Ad Milli Q Wasser
1x PBS - 9,55¢g/L Phosphate Buffered Saline: Immunhistochemie
(nach 1,47 mM Kaliumdihydrogenphosphat

Herstellerangaben)

RIPA Puffer

8,1 mM Di-Natriumhydrogenphosphat

2,68 mM Kaliumchlorid
136,89 mM Natriumchlorid
- Ad VE-Wasser

- 50 mM (m/v) Tris-HCI
- 150 mM (m/v) Natriumchlorid
- 1% (v/v) Igepal CA-360

Proteinisolation

- 0,25% (m/v) Natriumdesoxycholat
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Trenngel 8%

Trenngel 10%

Sammelgel

5x Probenpuffer

1x Laemmli-Puffer
(Elektrophorese), pH
8,3

1x Towbin-Puffer fiir
den Elektrotransfer im
Semi-Dry-Blot-System

Ponceau-Farbung

1XTBST

Blocking Solution

1 mM (m/v) EDTA

1 mM (v/v) PMSF (in Isopropanol)
1 ug/ml Leupeptin

1 pg/ml Aprotinin

1 ug/ml Pepstatin A

1 mM NaF

1 mM NaszVOq4

8,1% (v/v) Acrylamid Mix

0,375 M (v/v) Tris, pH 8,8
(Trenngelpuffer)

0,1% (v/v) SDS

0,1% (v/v) APS

0,06% (v/v) Tetramethylenediamine
Ad VE-Wasser

9,9% (v/v) Acrylamid Mix

0,375 M (v/v) Tris pH 8,8
(Trenngelpuffer)

0,1% (v/v) SDS

0,11% (v/v) APS

0,04% (v/v) Tetramethylenediamine
Ad VE-Wasser

5,1% Acrylamid Mix

0,13 M Tris pH 6,8 (Sammelgelpuffer)

0,1 % SDS

0,1% (v/v) APS

0,1 % (v/v) Tetramethylenediamine
Ad VE-Wasser

0,082 M (v/v) Sammelgelpuffer
2,06% (v/v) SDS

10% (v/v) Glycerin

0,1% (v/v) Bromphenolblau
25% (v/v) B-Mercaptoethanol
Ad VE-Wasser

24 mM (m/v) Tris
191mM (m/v) Glycin,
0,1% (m/v) SDS

Ad VE-Wasser

25 mM (m/v) Tris
192 mM (m/v) Glycin
10 % (v/v) Methanol
Ad VE-H0

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

10mM (m/v) NaCl

1mM (m/v) Tris

pH mit HCI auf 7,5 eingestellt
0,1 % (v/v) Tween 20

Ad VE-H20

5% (m/v) Milchpulver
2% (m/v) BSA
ad 1x TBST

Western Blot

Western Blot

Western Blot

Western Blot

Western Blot

Western Blot

Western Blot

Western Blot

Western Blot

7



Antikorper-
Verdinnung Milch

Antikorper-
Verdlinnung BSA

7.6. Gerate

Name

- 5% (m/v) Milchpulver
- ad1x TBST

- 5% (m/v) BSA
- ad 1x TBST

Firma

Western Blot

Western Blot

Methode

Gewebeinfiltrationsautomat

Leica ASP 300

Paraffinausgussstation
Leica EG1150 H

Mikrotom Leica RM2

Wasserbad TFB 45

Warmeschrank

Dampfgarer FS 10/ FS 20
3216

Mikroskop BX43
Kamera DP80

Zentrifuge Rotina 420R

Sonoplus

Zentrifuge 5424 R

Skyline Shaker DTS-4
6DE0949

Platten Reader Infinite
M200 pro

Thermomixer Comfort
5355

PerfectBlue™ Double Gel
System Twin M
EV202 und EV231.

PowerPack
Electrophoresis Power

supply

Leica Biosystems Nussloch
GmbH, NuBloch, Deutschland

Leica Biosystems Nussloch
GmbH, NuBloch, Deutschland

Leica Biosystems Nussloch
GmbH, NuBloch, Deutschland

Medite Medical GmbH, Burgdorf,
Deutschland

Binder GmbH, Tuttlingen, Deutschland

Braun Procter & Gamble Service
GmbH,
Kronenberg im Taunus, Deutschland

Olympus K.K., Tokio, Japan
Olympus K.K., Tokio, Japan

Andreas Hettich GmbH & Co. KG,

Tuttlingen, Deutschland

BANDELN electronic GmbH & Co. KG,
Berlin, Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

LTF Labortechnik GmbH&Co KG,
Wasserburg, Deutschland

Tecan, Mannedorf, Schweiz
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Peglab Biotechnlogie GbmH,
Darmstadt, Deutschland

Peglab Biotechnlogie GbmH,
Darmstadt, Deutschland

Gewebseinbettung

Gewebseinbettung

Schnittanfertigung

Schnittanfertigung

Schnittanfertigung

Immunhistologie

Einscannen der
Immunhistologie

Einscannen der
Immunhistologie

Zentrifugation Blut
Proteinisolation

Proteinisolation

Proteinbestimmung

Proteinbestimmung

Western Blot

Western Blot

Western Blot

78



Blotting Kammer Semi Dry

Duomax 1030

Molecular Imager
ChemiDoc XRS+

Vortex MixerV-1 plus

7.7. Software

Name Firma

Peglab Biotechnlogie GbmH Darmstadt, \Nestern Blot
Deutschland

Heidolph Instruments GmbH & Co. \Western Blot
KG, Schwabach, Deutschland

Bio-Rad Laboratories GmbH, Western Blot
Feldkirchen, Deutschland
Kisker Biotech GmbH & Co. KG, diverse

Steinfurt, Deutschland

Methode

ImagelLab v5.2.1 Bio-Rad Laboratories GmbH, Bildanalyse Software
Feldkirchen Deutschland

SPSS 25 IBM New York, USA Statistische Analyse
i-Control™ Tecan Austria GmbH, Grodig, Austria  Proteinbestimmung
Excel Microsoft®, Washington, USA Auswertung

Proteinbestimmung, Western
Blot
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