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1. Zusammenfassung

Maternales Ubergewicht mit und ohne Gestationsdiabetes mellitus (GDM) wéahrend der
Schwangerschaft ist mit negativen gesundheitlichen Folgen fir die Nachkommen assoziiert.
Dabei wird das Ubergewicht durch einen Body-Mass-Index (BMI) = 25 kg/m2 definiert. Bei der
Ausbildung von gesundheitlichen Komplikationen der Nachfahren wird die Plazenta als
zentraler Punkt vermutet. Explizit die plazentaren Trophoblastzellen, welche substanziell fur
die Entwicklung einer funktionsfahigen Plazenta sind und durch den Kontakt zum mutterlichen
Blut eine direkte Verbindung zur maternalen Umwelt haben. Das maternale Ubergewicht (BMI
= 25 kg/m?) steht hierbei in der Diskussion, Veranderungen im laborchemischen Profil der
Schwangeren zu induzieren und damit zu einer verdnderten Homoostase und Funktion der
plazentaren Trophoblastzellen beizutragen. Um diese Annahme zu validieren, wurden die
bereits eingeschlossenen Patientinnen der Cologne Placenta Cohorte (CPC) in die Gruppen
Normalgewicht bei einem BMI 18,5-24,9 kg/m2, Ubergewicht (BMI = 25 kg/m2) ohne GDM und
Ubergewicht mit GDM (BMI = 25 kg/m2 mit GDM) unterteilt. Von diesen drei Gruppen wurden
jeweils drei Patientinnen fur Zellkulturversuche an humanen Trophoblastzellen (HTR-8/SVneo
(ATCC CRL-3271)) selektiert. Die Zellen wurden mit dem Serum der ausgewahlten
Studienteilnehmerinnen stimuliert und anschlieBend auf ihr Apoptose-, Proliferations- und
Seneszenz- sowie Invasionsverhalten untersucht. Hierbei zeigten die Zellen, die mit dem
Serum der Miitter aus der Ubergewicht-Gruppe stimuliert wurden, im Vergleich zu der Gruppe
mit Patientinnen unter Normalgewicht eine signifikant erhohte Apoptoserate, wahrend die
Invasionsrate im Verhéltnis signifikant vermindert war. In der Ubergewicht-Gruppe mit GDM
waren im Vergleich zur Normalgewicht-Gruppe keine signifikanten Abweichungen in den
Apoptose- oder Invasionsraten ersichtlich. Ebenso ergaben sich bei den Messungen zum
Proliferations- und Seneszenzverhalten keine aussagekraftigen bzw. auswertbaren
Ergebnisse zwischen den Studiengruppen. Die beschriebenen Resultate der Studie stehen
der Hypothese, dass ein maternaler BMI = 25 kg/m? zu einer veranderten Homéostase und
Funktion von plazentaren Trophoblasten fuhrt, férdernd gegentiber. Mégliche Verdnderungen
im Laborprofil der Gibergewichtigen Schwangeren kénnten erhéhte Apoptose- und verminderte
Invasionsraten bedingen, welche zur Beeintrachtigung der plazentaren Entwicklung und
Funktion fuhren und damit die gesundheitliche Entwicklung der Nachkommen nachteilig
beeinflussen konnten. Um auf langfristiger Ebene plazentaren Stérungen sowie negativen
gesundheitlichen Folgen fur die Nachfahren Ubergewichtiger Muatter mit und ohne GDM
vorzubeugen, ist die Erforschung der Pathomechanismen in diesem Zusammenhang

unabdingbar.
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2. Einleitung

2.1. Ubergewicht in der Gesellschaft

Ein in der Gesellschaft zunehmendes Krankheitsbild ist die Adipositas (AD) der
Weltbevolkerung, deren Pravalenz der Weltgesundheitsorganisation (WHQO) zufolge in den
letzten Jahrzehnten gravierend zugenommen hat.! Die Expansion des weltweiten Anteils an
Ubergewichtigen oder Adiposen stellt somit Gesundheitssysteme des 21. Jahrhunderts auf
internationaler Ebene vor eine enorme Herausforderung und Kosten.22 Ubergewicht (UG) wird
als anormale Steigerung des Koérperfettanteils definiert, wobei das Ausmaf der Fettleibigkeit
mittels des Body-Mass-Index (BMI) kategorisiert werden kann. Zum Ermitteln des BMI muss
der Quotient aus Kdpergewicht und Korpergrofle zum Quadrat berechnet werden. Im Rahmen
dessen gilt ein Wert von 18,5-24,9 kg/mz2 als Normalgewicht (NG), ein Wert von = 25 kg/mz als
UG und ein BMI von = 30 kg/m? als AD. Letzteres kann zusétzlich noch in drei Schweregrade
gegliedert werden. Grad | beschrankt sich dabei auf einen BMI von 30-34,9 kg/m?, Grad Il auf
Werte von 35-39,9 kg/m2 und Grad Il gilt ab einem BMI von = 40 kg/m2.*

2.1.1. Ubergewicht mit und ohne Gestationsdiabetes in der Schwangerschaft

Auch in der Geburtshilfe machen sich die weltweit hohen Zahlen der an UG Erkrankten
bemerkbar. So sind derzeit ca. ein Drittel aller sich im reproduktiven Alter befindenden Frauen
uibergewichtig oder adip6s.® UG wahrend der Schwangerschaft (SS) kann sowohl kurzfristige
als auch langfristige Folgen mit sich bringen und fUhrt unteranderem zu erhdhter Morbiditat
und Mortalitat bei Mutter und Kind.®’ AuRBerdem sinkt mit steigendem Gewicht die Moglichkeit
einer vaginalen Entbindung, wahrend sich die Indikation zur Sectio caesarea erhoht.® Im
Rahmen der Entbindung besteht zusatzlich fur Gbergewichtige Schwangere ein vergroRertes
Risiko fur Wundinfektionen der Sectionaht® sowie thrombotische Ereignisse®. Schwangere mit
erhdhtem Gewicht sind ebenfalls gefahrdeter eine Praeklampsie zu entwickeln, welche mit
hypertensiven Entgleisungen und einer Proteinurie einhergeht.'! Des Weiteren konnte anhand
einer Metaanalyse beobachtet werden, dass Schwangere mit einem BMI = 25 kg/m? ein
gesteigertes Risiko fiir Fehlgeburten aufweisen.'? Auf fetaler Seite hingegen zeigte sich ein
vergroRertes Risiko fiir ein makrosomes Geburtsgewicht von ber 4000 g.* Zusatzlich
beschreibt die Literatur eine Forcierung des postnatalen Wachstums sowie ein erhéhtes
Ausman des Korperfettanteils in Nachfahren von tibergewichtigen Ratten.'* Hier korreliert vor
allem ein gesteigerter maternaler BMI vor der SS sowie die Zunahme von Gewicht in dieser
positiv mit dem Risiko der Nachkommen, ebenso im spateren Leben an UG zu erkranken.®®
Mit Blick auf Bevolkerungsstudien lasst sich des Weiteren vernehmen, dass Kinder von

Ubergewichtigen Schwangeren postpartal anfalliger fur Herz-Kreislauf-Erkrankungen sind.*®
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So zeigten Kinder Ubergewichtiger Mutter nach der Geburt unteranderem ein erhdhtes Risiko
fur die Entwicklung eines Bluthochdrucks!’ und metabolischen Syndroms!®. AuBerdem
beschreibt die Literatur ein vergroRertes Risiko fir die Entwicklung einer Insulinresistenz?®®
sowie gesteigerte Leptinspiegel im Nabelschnurblut von Nachkommen tibergewichtiger Matter
im Vergleich zu normalgewichtigen Mittern.?° Erhtchte Leptinspiegel konnten des Weiteren
auch im Serum ubergewichtiger Erwachsenen nachgewiesen werden.?! Hier anlehnend wird
ein Zusammenhang zwischen dem Auftreten von Asthma bei Kindern von Ubergewichtigen
Schwangeren und den mit maternalem UG einhergehenden gesteigerten Leptin-
konzentrationen im Nabelschnurblut beschrieben.?> Abgesehen von entzindlich bedingten
pulmonalen Stérungen kann maternales UG laut Literatur auch negativen Einfluss auf die
Entwicklung und Funktion der fetalen Lunge nehmen.?®?5 Zusatzlich geben Studien
Anhaltspunkte dafiir, dass Nachkommen von Ubergewichtigen Schwangeren vermehrt
neurologischen Entwicklungsstérungen ausgesetzt sind. So zeigten diese Kinder einen
verminderten Intelligenzquotienten?®?” sowie ein vermehrtes Auftreten von Zerebralparesen?®
30 und affektiven Stérungen®!. Als weitere SS-Komplikation tbergewichtiger Mutter ist der
Gestationsdiabetes (GDM) zu nennen.*> Hierbei handelt es sich um eine
Glukosetoleranzstorung, die sich in der SS bemerkbar macht.*® Gegenwartig wurde der GDM
im Rahmen einer Metanalyse von 2021 in Europa bei einer Pravalenz von 10,9 % geschatzt.®*
Nach den deutschen Mutterschaftsrichtlinien wird ein GDM priméar mit Hilfe eines 50-g-GCT
(Glucose-Challenge-Test) diagnostiziert. Hierfir wird der Schwangeren 50 g Glukose zum
Trinken in Wasser geldst. Eine Stunde nach oraler Aufnahme wird der Glukosewert im Blut
bestimmt. Ein Blutglukosewert von > 200 mg/dl fihrt zur unmittelbaren Diagnose eines GDM,
wahrend ein Wert von = 135 mg/dl weitere Diagnostik mittels eines 75 g oralen-
Glukosetoleranztests bedingt. Hierbei wird zu drei verschiedenen Zeitpunkten der
Blutglukosewert mit folgenden pathologischen Grenzwerten bestimmt: Nuchtern: = 92 mg/dl,
eine Stunde nach Einnahme der Glukoselésung = 180 mg/dl, zwei Stunden nach Einnahme =
153mg/dl. Beim Uberschreiten einer der genannten Grenzwerte kann die Diagnose eines GDM
gestellt werden.*® Langfristig sind sowohl die Gibergewichtigen Schwangeren mit der Diagnose
eines GDM als auch ihr ungeborenes Kind anfalliger fur Stoffwechselstérungen und
Erkrankungen des Herz-Kreislauf-Systems.®3” So demonstrierten Studien an Geschwister-
kindern, dass jenes Kind, das sich intrauterin im Rahmen einer GDM-SS entwickelte, einen
hoheren BMI aufwies sowie anfalliger fur die Entwicklung eines Diabetes Typ 2 war als jenes
mit einer Mutter ohne GDM wahrend der SS.*® Daran anknipfend konnten Studien zeigen,
dass Foten, die intrauterin erhohten Glukosespiegeln ausgesetzt waren, eine aberrante
Insulinsensitivitat sowie -sekretion im spateren Leben aufwiesen.® Griinde hierfur sind die im
Rahmen der Hyperglykédmie erhdhten Insulinspiegeln, die nachhaltig die Pankreaszellen des

Fotus schadigen und damit eine Insulinresistenz des ungeborenen Kindes verursachen
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konnen.*° Abgesehen von erhohten Insulinspiegeln wird eine Hyperglykamie wahrend der SS
auch mit vermehrt vorkommenden insulindhnlichem Wachstumsfaktor 1 (IGF-1) im Fotusalter
in Verbindung gebracht. Diese fordern die Uberwucherung des Fotus intrauterin und kénnen
damit zum Zeitpunkt der Geburt eine Makrosomie bedingen.** Hier riickt die Pedersen
Hypothese in den Fokus. Jene nimmt an, dass die aberrante Grol3enzunahme des
ungeborenen Kindes, bedingt durch eine fetale Hyperinsulinamie, auf erhohte
Konzentrationen von zirkulierender Glukose und anderen Néhrstoffen in der Schwangeren,
welche die Plazenta passieren kdnnen, zurickzufiihren ist. Die dadurch vermehrte
Bereitstellung von Glukose sowie anderweitigen Néhrstoffen gegenuber dem ungeborenen
Kind induziert eine verstarkte fetale Produktion von Insulin.*?> Eine Makrosomie fordert das
Risiko fUr eine Schulterdystokie, sodass Kinder von Mittern mit GDM meistens mittels
Kaiserschnitts zur Welt gebracht werden.*344 Zusatzlich vermuten Studien eine Erhohung des
Risikos fur Totgeburten in GDM-SS.** Postnatal hingegen wird ein Zusammenhang zwischen
dem Auftreten von Hypoglykdmien und der intrauterinen Abhangigkeit des Fétus von der
maternalen Hyperglykamie beschrieben.®® Im Verlauf des Lebens steigt, wie bereits
angedeutet, das Risiko von Kindern mit GDM-Muttern fur Herz-Kreislauf-Erkrankungen sowie
damit einhergehenden Stoffwechselerkrankungen. Dahingehend waren Kinder aus GDM-SS
nahezu doppelt so anféllig fur Fettleibigkeit und Glukosetoleranzstérungen als Kinder
nichtdiabetischer Mutter.#’#° Diese Kurz- und Langzeitfolgen vergroRern bei weiblichen
Nachkommen, die in einer GDM-SS geboren wurden, das Risiko im spéateren Leben ebenso
an einem GDM zu erkranken, welcher in Rahmen einer Abwéartsspirale wieder einen GDM bei
deren Kinder bedingen kann.® Die oben beschriebenen Aspekte beziiglich UG mit und ohne
GDM in der SS lassen schlussfolgern, dass das intrauterine Umfeld eine Schliisselrolle in der
gesundheitlichen Entwicklung des ungeborenen Kindes einnimmt. Das heil3t, der Fotus ist
maRgeblich von den intrauterinen Einflissen abhangig.>*** Hierauf bezugnehmend rickt die
Plazenta in den Fokus, welche als Versorgungsschnittstelle zwischen Mutter und Fotus
fungiert.>* Denn miitterliches UG wahrend der SS wird mit Veranderungen in der plazentaren
Entwicklung sowie der perinatalen Programmierung assoziiert, welche einen negativen
Einfluss auf den kurz- und langfristigen gesundheitlichen Zustand des Kindes haben
konnten.>53 Hierbei ist bezugnehmend auf die oben genannten Aspekte vor allem der Einfluss
von UG mit und ohne GDM auf die humane Plazentaschranke von Interesse, da diese, als
eigentliche Barriere zwischen Mutter und Fo6tus, eine Schlisselrolle bei der intrauterinen

Versorgung des ungeborenen Kindes spielt.>>>®
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2.2. Die humane Plazenta und ihre Entwicklung

Die Plazenta ist wéhrend der Intrauterinzeit als fetomaternales Organ fir den Stoff- und
Gasaustausch zwischen Mutter und ungeborenem Kind verantwortlich.5” Dabei umfasst die
Entwicklung der reifen Plazenta und dem damit verbundenen fetoplazentaren Kreislauf
mehrere intrauterine Vorgange. Nach erfolgreicher Befruchtung der Eizelle entwickelt sich
diese nach Zellteilung und Ausbildung von flissigkeitsgefullten Hohlrdumen zur Blastozyste.
Sechs bis sieben Tage nach der Befruchtung startet die Nidation der Blastozyste, bestehend
aus dem inneren Embryoblast und dem umhillenden Trophoblast, in die Geb&rmutter-
schleimhaut. Im Rahmen der Implantation unterteilt sich der Trophoblast in den im Inneren
gelegenen Zytotrophoblasten und den &uReren Synzytiotrophoblasten.® (Lehrbuch) Der
Synzytiotrophoblast wandert invasiv in die Uterusschleimhaut, nun Dezidua genannt, ein und
bildet dabei Lakunen, welche, nach Arrodierung der dezidualen Spiralarterien, mit arteriellem
Blut gespeist werden. Die blutgefilliten Lakunen weiten sich im Verlauf aus und werden von
dem Synzytiotrophoblast balkenartig unterteilt, sodass sich zwischen den Lakunen Trabekel
darlegen.®®5° (58: Lehrbuch) Im weiteren Verlauf fusionieren die neu gebildeten Lakunen und
erschaffen damit den sogenannten intervilldsen Raum.>%¢% (60: Lehrbuch) Mit Eindringen des
Zytotrophoblasten in die Trabekel entstehen saulenférmige, in den intervillosen Raum
wachsende Strukturen, welche als Primarzotten bezeichnet werden.®* Nach Einwachsen von
extraembryonalem Mesoderm in die Primarzotten entwickeln sich diese zu Sekundarzotten.
Im weiteren Verlauf der plazentaren Entwicklung bilden sich abschlieRend die Tertiarzotten.
Hierfur wachsen innerhalb des mesodermalen Zottenkerns fetale Blutkapillaren heran.8%2 (58:

Lehrbuch) Das Fundament fur den fetoplazentaren Kreislauf ist geschaffen.®?

2.2.1. Aufbau der reifen Plazenta

Die Plazenta gilt ab der 13. Schwangerschaftswoche (SSW) als voll entwickelt. In diesem
Stadium ist sie etwa 2 bis 3 cm dick, 500 g schwer und weist einen ungefahren Durchmesser
von 20 cm auf. Die reife Plazenta zeigt folgenden charakteristischen dreiteiligen Aufbau: Zum
einen die Chorionplatte, welche in Richtung des FoOtus gelegen ist. Zum anderen die
Basalplatte, die der maternalen Seite zugehorig ist sowie die Zottenbaume, welche vom
intervillossen Raum umgeben werden.®® (Lehrbuch) Die Chorionplatte befindet sich zwischen
der Amnionhdohle, in welcher sich das ungeborene Kind intrauterin in Fruchtwasser aufhélt,
und dem intervillésen Raum.®% (Lehrbiicher) Die Bindegewebsschicht in der Chorionplatte
wird aus dem extraembryonalen Mesenchym gebildet.®® (Lehrbuch) Hier integriert lassen sich
Aste der NabelschnurgefaRe vorfinden.® (Lehrbuch) Zur Amnionhéhle hin wird das
extraembryonale Mesoderm von dem Amnionepithel bedeckt. In Richtung des intervillésen

Raums hingegen bildet der kontinuierlich auftretende Synzytiotrophoblast sowie der
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diskontinuierlich vorkommende Zytotrophoblast die Grenze.®® (Lehrbuch) Die Basalplatte
besteht aus der Dezidua basalis, welche gréf3tenteils der maternalen Seite der reifen Plazenta
zuzuordnen ist und von extravillésen Trophoblastzellen durchzogen wird. Die Abgrenzung der
Basalplatte zum intervillésen Raum erfolgt durch den Synzytiotrophoblast.®® (Lehrbuch) Von
der Basalplatte ragen des Weiteren verschieden groRe Plazentasepten in den intervillésen
Raum und teilen die Plazenta hierdurch in sogenannte Kotyledone auf.®®® (Lehrbiicher)
Zwischen der Basal- und Chorionplatte befindet sich der intervillése Raum mit den bereits
erwahnten Zottenbaumen.®® (Lehrbuch) Diese beginnen als ausladende Stammzotten ihr
Wachstum von der Chorionplatte aus und gliedern sich in umféngliche Intermediar- und
Terminalzotten.®® (Lehrbuch) Dabei beinhalten die Terminalzotten die Kapillaren, welche fir
den Nahrstoffaustausch zwischen maternalem und fetalem Blut verantwortlich sind.®°
(Lehrbuch) Im Gesamten entsteht somit eine OberflachenvergréRerung der Plazenta auf 10
bis 14 m2.58 (Lehrbuch) Eine Besonderheit bilden die sogenannten Haftzotten, welche die

Plazenta stabilisieren, indem sie sich in der Dezidua verankern.®® (Lehrbuch)

2.2.2. Die Plazentaschranke

Um einen kontrollierten Stoffaustausch zwischen miatterlichem und fetalem Blut zu
gewahrleisten, fungiert die Plazentaschranke sowohl als Schnittstelle als auch Barriere fiir die
beiden Blutkreislaufe. Hierflr gelangt sauerstoffarmes Blut tber die beiden Umbilikalarterien
in die ZottengefalRe, wahrend die Umbilikalvene das mit Sauerstoff angereichte Blut zurlick in
den fetalen Kreislauf fuhrt.®° (Lehrbuch) Das miitterliche Blut befindet sich im intervillésen
Raum, wo es die Zottenbaume umsplult, wahrend die fetalen GefadlR3e in den Zotten selbst
eingebettet sind.®* Durch diesen spezifischen Aufbau kann die Plazenta ihrer Hauptaufgabe
des diaplazentaren Stoffaustauschs zwischen fetalem und maternalem Blut nachgehen,
sodass mit Hilfe von Diffusion sowohl die Versorgung des fetalen Blutes mit Sauerstoff als
auch der Abtransport von Kohlenstoffdioxid gewahrleistet ist.>® (Lehrbuch) Des Weiteren
werden Mechanismen wie die erleichterte Diffusion oder Transporter abhéngige Prozesse zum
Transferieren von Nahrstoffen wie z.B. Fettsduren, Elektrolyten, Glukose und Aminosduren
genutzt.%9656¢ (60: Lehrbuch) Unabhangig davon nimmt die Plazenta zusétzlich durch die
Synthese von Hormonen endokrine Funktionen ein.®° (Lehrbuch)

Die Plazentaschranke weist dabei in den ersten Monaten der SS einen typischen Aufbau mit
folgenden  Bestandteilen auf: Eine kontinuierliche  Synzytiotrophoblastenschicht,
diskontinuierlich vorkommende Zytotrophoblasten und die anliegende Basallamina der
genannten Trophoblasten sowie das zum Zottensystem gehérende Bindegewebe. Zur fetalen
Seite hin bilden die Endothelzellen der Zottenkapillaren sowie die dazugehdrige Basallamina

den restlichen Teil der Plazentaschranke.®*3 (Lehrbticher) Durch diesen spezifischen Aufbau
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wird die Plazenta als hamochorial bezeichnet.%® (Lehrbuch) Im Verlauf der SS bilden sich
einzelne Schichten zuriick, sodass die Plazentaschranke langfristig verdinnt wird. Die
Umbildung der Plazentaschranke beginnt ca. ab der zweiten SS-Halfte. Im Synzytiotrophoblast
selbst findet ab diesem Zeitpunkt keine Zellteilung mehr statt.?® (Lehrbuch) Die
Zytotrophoblastzellen bilden sich insoweit zuriick, dass sie nur noch vereinzelt vorfindbar sind
und damit keine gravierende Bedeutung mehr am Konstrukt der Plazentaschranke einnehmen.
Die Basallamina des Endothels und der Trophoblastzellen (berwinden zusatzlich das
Bindegewebe der Zottenbaumstruktur und fusionieren somit zur einer Ubrigbleibenden
Basallamina.®®62 (Lehrbuicher) Auf fetaler Seite expandieren die Kapillaren wahrenddessen in
ihrer Lumenweite und kommen direkt unterhalb des diinnen Synzytiotrophoblasten zu liegen.
Hierdurch kann der zunehmende Sauerstoff- und Né&hrstoffverbrauch des Fotus besser
abgedeckt werden.*® (Lehrbuch)

2.2.3. Der (extravillose) Trophoblast

Der plazentabildende Trophoblast entstammt dem embryonalen Trophoektoderm, welches fir
die Bildung der Blastozystenwand verantwortlich ist.®”®® Im Rahmen der
Blastozystenimplantation entstehen zwei Zelltypen: Der villbse und der extravillose
Trophoblast (EVT). Wéahrend der villése Trophoblast sich zum Synzytiotrophoblast, welcher
die Plazentazotten umrahmt, differenziert, invadiert der EVT von den Zotten ausgehend in die
Dezidua.%® Dabei unterteilt man den EVT in folgende zwei Unterformen: Den interstitiellen
Trophoblasten und den endovaskularen Trophoblasten.®® Der interstitielle Trophoblast dringt
von den Haftzotten aus tiefer in das mutterliche Gewebe ein, wahrend die endovaskularen
Trophoblasten als Subpopulation fungierend in die mutterlichen Spiralarterien einwandern.®7*
Im Rahmen der Einwanderung wird die Verankerung der Plazenta an die uterine Wand
gewahrleistet sowie ein Umbau der Spiralarterien ermdoglicht.®®7273 Der Umbau beruht dabei
auf einer durch den endovaskuldren Trophoblasten induzierten Verringerung des
interarteriellen GefalB3widerstandes, indem unteranderem die Lumenweite vergrofRert und der
Platz des Endothels vom Trophoblasten tibernommen wird. Dieser Prozess stellt den Transfer
von Sauerstoff und Nahrstoffen zum heranwachsenden Fotus sicher.%%7475 (60: Lehrbuch) In
diesem Zusammenhang beschreibt die Literatur bei pathologischen SS eine reduzierte
Invasion des Trophoblasten mit folglich mangelnder Konvertierung der Spiralarterien, was den
Blutfluss im intervilldsen Raum und damit die Versorgung des FoOtus einschrankt.%8®
Bezugnehmend auf die Veranderungen in der maternalen Umwelt nimmt die Literatur an, dass
diese Einfluss auf die Plazentafunktion nehmen und damit negative Folgen in der
gesundheitlichen Entwicklung des Fotus vermitteln.5? Um auf fetaler Seite diesen Folgen zu

entgehen, ist im Rahmen der plazentaren Entwicklung das fehlerfreie Zusammenwirken
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verschiedener molekularer Prozesse unabdingbar.”” Trotz der Tatsache, dass der
regelrechten Invasion des Trophoblasten eine erhebliche Relevanz im Entwicklungsprozess
des ungeborenen Kindes zukommt, sind die prozessregulierenden Faktoren bisher nicht

vollstandig bekannt.”®

2.3. Einfluss von Ubergewicht mit und ohne GDM auf die Plazenta

Plazentare Stérungen und Veranderungen in der perinatalen Programmierung, welche im
Rahmen einer pathologischen intrauterinen Umgebung auftreten, sind Gegenstand der
aktuellen Forschung.5%® Demnach kdnnen in utero stattgefundene plazentare Veranderungen
die gesundheitliche Entwicklung des Kindes langfristig negativ beeinflussen,®>? wobei
Stérungen, die die Plazenta betreffen, auf unterschiedliche maternale und damit intrauterine
Umstande zurlickgefuihrt werden kénnen.®® In der Literatur diskutierte Griinde stellen dabei
maternales UG wahrend der SS7%8° sowie ein GDM® dar. Um weitere Einblicke in die
Pathomechanismen dieses Sachverhaltes zu erlangen, macht sich die aktuelle Forschung
unteranderem Tier- und Zellkulturversuche sowie Studien mit humanen Plazentaproben zu
Nutze. In diesem Zusammenhang zeigten Plazenten von Schwangeren mit UG im Vergleich
zu Frauen mit NG einen erhéhten Lipidgehalt sowie eine Anreicherung von Makrophagen und
proinflammatorischen Mediatoren.®282 Dabei wird vermutet, dass die plazentare Immunantwort
auf das maternale UG Einfluss auf die Funktion der Plazenta nimmt. Hier beschreibt die
Literatur vor allem Verdnderungen im Fett- und Aminosdurentransport, im Stoffwechsel sowie
in der zellularen Antwort der Plazenta auf Insulin.®?848 Des Weiteren konnte bei
Ubergewichtigen Schwangeren eine toxische Komponente im Rahmen von erhdhten
Lipidkonzentrationen festgestellt werden. Diese wirkten fordernd auf die Inflammation und
beeintrachtigend auf die Plazentainvasion, was zudem mit einer aberranten Plazentafunktion
assoziiert wird.®® Darliber hinaus wurden negative Folgen des GefaRsystems der humanen
Plazenta im Zusammenhang mit maternalem UG beschrieben. Hierbei wird als Ursache die
chronisch anhaltende Entziindungsaktivitat in Ubergewichtigen Schwangeren diskutiert.®’
Daran anlehnend zeigten Versuche an Ratten eine aberrante Gefal3entwicklung sowie eine
plazentare Gewebshypoxie in Ubergewichtigen Tieren im Vergleich zu Kontrolltieren mit
Standarddiat. Von diesen Ergebnissen ausgehend wurde konkludiert, dass die anormale
Entwicklung der plazentaren GefalRe mit einer verringerten Sauerstoffzufuhr des fetalen
Gewebes einhergeht und damit ein ungiinstigeres Uberleben der Nachfahren induziert.%®
Zusatzlich zeigten Ubergewichtige Schwangere ein vermehrtes Aufkommen an radikalen
Sauerstoffspezies in ihrer Plazenta, welches fiir eine Dysfunktion der Mitochondrien spricht.8®
Bezugnehmend auf einen GDM in der SS konnten Studien nachweisen, dass Plazenten von

Schwangeren mit GDM gré3er und schwerer im Vergleich zu Plazenten aus SS unter NG
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waren.%% Zusatzlich zeigten Plazenten von GDM-Miittern eine erhéhte Leptinproduktion,
wobei als Grund eine plazentare Insulinresistenz angenommen wurde. Hier vermutet die
aktuelle Forschung weiter, dass die veranderten Leptinkonzentrationen der Schwangeren mit
GDM zu einer Erleichterung des Transports von Aminosauren durch die Plazenta fuhren sowie
eine Rolle bei der Ausbildung einer fetalen Makrosomie spielen.®? Andere literarische
Aufzeichnungen beschrieben hingegen ein reduziertes Geburtsgewicht der Nachkommen aus
GDM-SS.®2 Zusatzlich zeichneten sich die Plazenten von GDM-Mdttern durch ein vermehrtes
Vorkommen von unreifen Zotten aus, wobei die Ausbildung einer unreifen Zotte den
Sauerstofftransport vom maternalen zum fetalen Kreislauf reduzieren kann.®*® AuRerdem
haben werdende Mutter mit steigendem BMI, ohne und mit der Diagnose eines GDM, ein
hoheres Risiko eine Praeklampsie wahrend der SS zu entwickeln.%% Dabei fiihrt eine
Praeklampsie laut Literatur wahrend der SS zur Beeintrachtigung der Invasionsfahigkeit von
Trophoblasten.”® Bei diesem Zelltyp handelt es sich um Zellen, die den GroRteil des fetalen
Anteils der Plazenta bilden.*® (Lehrbuch) AuRerdem lieRen Versuchsreihen im Tiermodell
beobachten, dass die Anzahl von Trophoblasten in Plazenten Ubergewichtiger Mause
vermindert ist.1%° Weitergehend konnten Zellkulturversuche eine schadliche Wirkung von
expandierten Insulinkonzentrationen auf Ersttrimester-Trophoblasten nachweisen.%t
Gesteigerte Levels an Seruminsulin kénnen als Folge einer dauerhaften Aufnahme von
fettreicher Nahrung auftreten.!®> Die mit erhohtem Insulinspiegel stimulierten
Trophoblastzellen wiesen dabei vermehrt Marker fir DNA-Schaden, eine erhdhte
Apoptoserate sowie ein reduziertes Uberleben auf.’°® Ein weiterer die Plazenta
beeinflussender Faktor stellt Glukose dar. Hier zeigten in vitro Studien, dass eine
Hyperglykamie zur signifikanten Forderung der Proliferation von Trophoblastzellen fiihrt.1%3 Die
beschriebenen Erkenntnisse stellen einen mdglichen Zusammenhang zwischen der
Homoostase und Funktionalitdt des Trophoblasten und den perinatalen Gegebenheiten der
schwangeren Frau dar. Hier ist anzumerken, dass die plazentaren Trophoblasten permanent
im Kontakt zum mdtterlichen Blut stehen.®® Studien konnten vermehrt proinflammatorische
Faktoren wie bspw. C-Reaktives Protein (CRP) und Leptin im Serum von adipdsen
Schwangeren finden.1®* Dabei lasst sich eine Verbindung zwischen der in der Literatur
beschriebenen chronischen Entziindungsaktivitat in  Ubergewichtigen'® und dem
Trophoblastverhalten der plazentaren Transferzone vermuten. Demnach ist es von grofzem
Interesse zu erfahren, welchen Einfluss das Serum einer Ubergewichtigen Schwangeren mit
und ohne GDM auf die plazentaren Trophoblasten hat. Der Fokus liegt dabei auf dem
Verdacht, dass Faktoren im Serum einer libergewichtigen Schwangeren mit und ohne GDM
durch Verdnderung des Homdoostase- und Invasionsverhalten des Trophoblasten eine
plazentare Dysfunktion bedingen, welche negativen Einfluss auf die gesundheitliche

Entwicklung des Kindes nehmen konnte.
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2.4. Fragestellungen und Ziel der Arbeit

Dass die gesundheitlichen Umstande einer schwangeren Frau mit UG oder GDM mafgeblich
Einfluss auf die gesundheitliche Entwicklung des ungeborenen Kindes haben, ist schon seit
langerem bekannt.®3%51 Im Vordergrund steht dabei als Haupttrager der fetalen Versorgung
die Plazenta, welche bei Stérungen im Verdacht steht die perinatale Programmierung negativ
zu beeinflussen und damit maRgeblich gesundheitliche Folgen fir das Kind zu induzieren.®>%3
Ziel des Projektes ist ein umfassenderes Verstandnis fir die Pathomechanismen der
plazentaren Stérungen von Frauen, die wahrend ihrer SS an UG mit oder ohne GDM litten,
auf molekularer Ebene zu erlangen. Dabei stehen die Trophoblasten der plazentaren
Transferzone, welche sich im standigen Kontakt mit dem maternalen Blut befinden, im Fokus.>®
Explizit soll analysiert werden, ob das Serum von tGbergewichtigen Schwangeren mit und ohne
GDM einen Einfluss auf den extravilloésen Trophoblasten der humanen Plazenta hat.
Diesbezuglich soll vor allem untersucht werden, ob es zu einer Stérung in der Homg@ostase

und Invasivitat des Trophoblasten kommt. Im Rahmen dessen erfolgten

1) eine klinische Datenanalyse mit Rekrutierung einer Studienkohorte und die Erhebung der
dazugehorigen Patientendaten sowie die Sammlung von Plazenta- und Blutproben.
2) in vitro Zellkulturversuche mit humanen Trophoblasten (HTR-8/SVneo (ATCC CRL-3271))

und humanem Serum von uUbergewichtigen Schwangeren mit und ohne GDM.
Ein Nachweis eines verdnderten Zellverhaltens auf maternaler Seite der Plazentaschranke

kénnte dabei die Intaktheit der plazentaren Barriere beeinflussen, was wiederherum Stérungen

in der kindlichen Entwicklung erklaren kdnnte.
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3. Material und Methoden

3.1. Materialien

Das geplante Projekt gliedert sich in einen klinischen Abschnitt, in dem von Probandinnen

relevante Daten erhoben und maternales Serum gesammelt wurde sowie einen

experimentellen Teil, in dem das miutterliche Serum fir etablierte Zellkulturversuche mit
kommerziell erworbenen Trophoblasten (HTR-8/SVneo (ATCC CRL-3271)) verwendet wurde.
Ein genehmigter Ethikantrag liegt vor (#14-244).

3.1.1. Zellkulturprodukte

Produkt

Hersteller, Hauptsitz, Land

Antibiotische Lésung
- 10.000 Einheiten/ml Penicillin
- 10.000 pg/ml Streptomycin

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Fetales Kalberserum

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

HTR-8/SVneo (ATCC CRL-3271)

ATCC, Washington D.C., USA

Phenolrotfreies RPMI-1640 Medium

Gibco, Life Technologies Ltd. Paisley, UK

RPMI-1640 Medium

ATCC, Washington D.C., USA

Trypsin-Ethylendiamintetraessigsaure
(EDTA) L6sung 0,05%

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Tabelle 1: Zellkulturprodukte

3.1.2. Gebrauchsmaterialien

Produkt

Hersteller, Hauptsitz, Land

0,1-10 pl epT.l.P.S LoRetention Dualfilter,
Racks

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

2-100 pl epT.1.P.S LoRetention Dualfilter,
Racks

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

2-200 pl epT.l.P.S LoRetention, Racks

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

50-1000 pl epT.l.P.S LoRetention
Dualfilter, Racks

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Deckglaser 20 x 20 mm

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Deckglaspinzette, gebogen

VWR, Radnor, USA

Einmal-Skalpell

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Einmalpipette einzeln steril

Sarstedt, Nurnbrecht, Deutschland

Eppendorf Reaktionsgefalle

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

EPTIPS STANDARD 20-300 pL
Pipettenspitzen

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Pipettenspitzen 20 pl, 200 pl, 500 pl

Sarstedt, Nurnbrecht, Deutschland

Pipettierhilfen

Hirschmann, Eberstadt, Deutschland

Rohre 15 ml, 120x17 mm, PP

Sarstedt, Nurnbrecht, Deutschland

20



S-Monovette EDTA

Sarstedt, Nurnbrecht, Deutschland

S-Monovette Lithium-Heparin-Gel

Sarstedt, Nurnbrecht, Deutschland

S-Monovette Serum

Sarstedt, Nurnbrecht, Deutschland

Stabpipetten 5 ml, 10 ml, 25 ml

Sarstedt, Nirnbrecht, Deutschland

Superfrost Objekttrager

Thermo Fisher Scientific ™, Waltham, USA

TC-Flasche T75, Standard

Sarstedt, Nurnbrecht, Deutschland

TC-Platte 96 Well, Standard, F

Sarstedt, Nurnbrecht, Deutschland

Transparente 24-Well Platte

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

Transparente 96-Well Platte

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

membrane

Transwell Inserts, 8um pore size, PET

BD Biosciences, Bedford, Massachusetts, USA

Tabelle 2: Gebrauchsmaterialien

3.1.3. Losungen, Puffer und Chemikalien

Losungen Bestandteile Endkonzentration
Fixations Losung Formaldehyd 2%
Glutaralaldehyd 0,2 %
in PBS variabel
Lysepuffer HCI 4 mM
Nonidet™ P 40 0,1 %
in Isopropanol variabel
MTT-LOsung MTT
in in Milli-Q® Wasser 5 mg/ml
NaCl Lésung NaCl 0,9 %
in Milli-Q® Wasser
3-Gal Farbeldsung X-Gal gelost in Dimethylformamid | 1 mg/ml
(DMF) 20 mg/ml
Magnesiumchlorid (MgCly) 2mM
Kaliumhexacyanidoferrat (l11) 5mM
Kaliumhexacyanoferrat (l1)- 5mM
Trihydrat
PBS (pH®6)

Tabelle 3: Angesetzte Losungen
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Produkt

Hersteller, Hauptsitz, Land

Caspase-Glo ® 3/7 Kit

Promega™ Corporation, Madison, USA

Tabelle 4: Kommerziell erworbene Kits

Puffer und Chemikalien

Hersteller, Hauptsitz, Land

DAPI (4',6-Diamidino-2-phenylindol)

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Dimethylfsulfoxid (DMSO)

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Dulbecco’s Phosphatgepufferte Salzlésung
(DPBS) Ca?*/Mg?*-frei

Gibco, Life Technologies Ltd. Paisley, UK

Entellan Merck Millipore, Billerica, USA
Ethanol 70% vergallt mit 1%
Methylethylketon Merck, Darmstadt, Deutschland

Formaldehyde 37 %

Carl Roth, Karlsruhe, Germany

Glutaraldehyde 25 %

Carl Roth, Karlsruhe, Germany

Isopropanol

Carl Roth, Karlsruhe, Germany

Kaliumhexacyanoferrat (I1)-Trihydrat

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Kaliumhexanoferrate (l11)

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Magnesiumchlorid (MgCl,) 298,5 %

Carl Roth, Karlsruhe, Germany

Matrigel, wachstumsfaktorreduziert

BD Biosciences, Bedford, Massachusetts,
USA

Methanol = 99,9%

Carl Roth, Karlsruhe, Germany

MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)- 2,5-
diphenyltetrazoliumbromid)

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Natriumchlorid (NaCl)

Carl Roth, Karlsruhe, Germany

Nonidet™ P 40

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Phosphate-buffered saline (PBS)

Biochrom GmbH, Berlin, Germany

Salzsaure 1N

Merck Millipore, Billerica, USA

Staurosporin

Cell Signaling, Danvers, USA

Trypanblau 0,4%

Invitrogen, Waltham, USA

X-Gal (5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-B-D-
galactopyranosid)

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Tabelle 5: Puffer und Chemikalien

3.1.4. Gerate und Softwares

Gerate Hersteller, Hauptsitz, Land
Control- System CBM Olympus, Hamburg, Deutschland
Easypet® Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Eppendorf Research ® Plus Piptetten

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

GloMax® Multi Detection System

Promega™ Corporation, Madison, USA

Hera Cell 150 CO; Inkubator

Thermo Fisher Scientific ™, Waltham, USA

Immunfloureszenz — Lampe U-HGLGPS

Olympus, Hamburg, Deutschland

Infinite® M200 pro

Tecan, Mannedorf, Schweiz
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Invitrogen™ EVOS™ FL-Auto 2 Imaging

Thermo Fisher Scientific™, Waltham, USA

Kalibrierungseinheit Tango

Marzhauser Sensotech, Wetzlar,
Deutschland

Mikroskop BX43

Olympus, Hamburg, Deutschland

Mikroskop HBO 50, invers

Zeiss, Oberkochen, Deutschland

Mikroskop Joystick

Marzhauser Sensotech, Wetzlar,
Deutschland

Milli-Q® Advantage A10

Merck, Darmstadt, Deutschland

Platteninkubator ELMI DTS-4

ELMI, Kalifornien, USA

Sicherheitswerkbank Golden Line

Kojair, Mantta-Vilppula, Finnland

Ultra Low Freezer

SANYO, Mriguchi, Prafektur Osaka, Japan

UV Stratalinker 2400

Stratagene, La Jolla, USA

Vortex V-1 plus

Kisker Biotech GmbH, Steinfurt, Deutschland

Wasserbad Typ1004

GFL, Burgwedel, Deutschland

Zentrifuge 5804/5804R

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Zentrifuge ROTINA 420R

Hettich, Tuttlingen, Deutschland

Tabelle 6: Geréate

Softwares

Cell-Sens Dimension 1.18.

Hersteller, Land, Hauptsitz

Olympus, Hamburg, Deutschland

Endnote 20.2.1

Clarivate Analytics, Philadelphia, USA

EVOS™ Software

Thermo Fisher Scientific™, Waltham, USA

Excel

Microsoft Corporation, Redmond, USA

IBM SPSS ® Statistics Version 27

IBM, New York, USA

ImageJ v1.53k

Wayne Rasband and contributors, National
Institutes of Health, USA

Tecan i-control 2.0

Tecan, Mannedorf, Schweiz

Word

Microsoft Corporation, Redmond, USA

Tabelle 7: Softwares
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3.2.  Methoden der klinischen Arbeit

Der Kklinische Part der Arbeit beinhaltet mehrere Arbeitsschritte. Im Rahmen der
Probandinnenrekrutierung fur die geplanten Versuche erfolgte die Suche nach Patientinnen
mit Indikation zur Sectio caesarea und einer SSW von 35+0 bis 41+6, welche in die Cologne
Placenta Cohort der Arbeitsgruppe Appel (Kinderklinik der Universitat zu Kéln) aufgenommen
wurden. Fur die vorgesehene Studie wurden die Studienteilnehmerinnen der Kohorte in
folgende drei Gruppen unterteilt, wobei die Aufteilung auch graphisch in Abbildung 1 ersichtlich

ist:

1. SS unter NG (BMI 18,5-24,9 kg/m2)

2. SS bei maternalem UG (BMI = 25 kg/m2) und ohne GDM

3. SS mit UG und ohne Insulintherapie bzw. diatisch behandeltem GDM (BMI = 25 kg/m?2 und
diagnostizierter GDM in der 24.-28. SSW).

Cologne Placenta Cohort (CPC)
Froben von Plazentagewebe,
Blutproben und schwangerschafts-
bezogene Daten der Studienteil-

nehmerinnen sowie Nabelschnurblut
n=227

NG:
BMI 18,5 - 24,9
n =56

Anwendung der

Ausschlusskriterien

UG: BMI= 25

und chne GDM
n=46

UG+GDM:

BMI = 25 und GDM
n=16

Verbliebene Studienteilnehmerinnen
n=118

Abbildung 1: Darstellung der Studienkohorte und Versuchsgruppen BMI in kg/m2. Die
Ausschlusskriterien sind in Tabelle 8 ersichtlich.
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Weitere Einschluss- sowie Ausschlusskriterien fir diese Dissertation sind in Tabelle 8

aufgefihrt.

Einschlusskriterien

Ausschlusskriterien

BMI = 18,5 kg/m?
Gestationsalter bei Geburt = 36. SSW

Patientinnenalter = 18 Jahre

Sectio caesarea

Behandlungsbediirftige arterielle Hypertonie

Infektion in der SS (z.B. Rételn,
Toxoplasmose, Amnioninfektion)

Infektionskrankheiten (z.B. Hepatitis, HIV)

Medikamenteneinnahme in der SS (z.B.
Antibiotika, Antiepileptika, Antidepressiva,
Antihypertonika)

Mehrlings-SS
Praeklampsie oder HELLP-Syndrom

Rauchen oder Alkoholabusus wahrend der
SS

Schwangere Frauen mit insulinbedtrftigem
GDM

Schwangere Frauen mit NG ohne
nachweislich durchgefiihrte GDM-Diagnostik

Schwangere Frauen mit GDM unter NG

Vorerkrankungen (z.B. Herzinsuffizienz,
maligne oder immunologische Erkrankung,
Gerinnungsstoérungen, rheumatologische-,
neurologische-, gynakologische-, genetische
Erkrankungen)

Tabelle 8: Ein- und Ausschlusskriterien der Studienkohorte der Dissertation
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Die Patientenrekrutierung erfolgte circa eine Woche vor der geplanten Sectio in der
Hebammensprechstunde, in welcher die Patientinnen zur Geburtsplanung vorstellig wurden.
Hier wurden potenzielle Probandinnen um die Spende ihrer Plazenta sowie Blutproben
gebeten und im Rahmen dessen uber die Hintergrinde der Studie und die Wahrung der
Anonymitat aufgeklart. Falls die Patientinnen der Spende schriftlich zustimmten, erfolgte eine
kurze Anamnese, die dazu verhelfen sollte die gesundheitlichen Umstande der werdenden
Mitter besser nachvollziehen zu kénnen und sie so der passenden Studiengruppe
zuzuordnen. AbschlieRend erfolgte im Rahmen der Routineblutentnahme die zuséatzliche
Entnahme eines Serum-Blutrohrchens. Die gewonnene Blutprobe wurden daraufhin im Labor
fir 10 min bei 3000 x g und Raumtemperatur zentrifugiert, der Uberstand in ein
Reaktionsgefal? Uberfihrt und bei -80 °C gelagert. Am Tag der Sectio wurde von den
Hebammen der Frauenklinik Uniklinik KéIn vor Beginn des Eingriffes eine maternale Niichtern-
Plasmaprobe entnommen und diese, nach Geburt des Kindes, mit der Plazenta dem
Préaparator Ubergeben. Die an jenem Tag erlangten humanen Proben und Gewebe wurden
jedoch im Rahmen des experimentellen Teils nicht weiter genutzt. Des Weiteren wurden SS-
bezogene Daten aus der Patientenakte und dem Mutterpass der Patientinnen erhoben. Hierzu
gehorten das Kopergewicht und die -gréf3e, Vorerkrankungen und -operationen, die Einnahme
von Medikamenten oder Infektionskrankheiten wahrend der SS, die Graviditat und Paritat, das
Sport-, Erndhrungs- und Nikotinverhalten der Probandinnen sowie Eckdaten zu den
Neugeborenen. Dabei explizit die Grol3e, das Gewicht, der Kopfumfang, das Geschlecht und

das Gestationsalter des Kindes.

3.3. Methoden der experimentellen Arbeit

Fir diesen Teil der Arbeit wurden Zellkulturversuche mit den kommerziell erwerblichen,
immortalisierten HTR-8/SVneo (ATCC CRL-3271) Zellen durchgefihrt. Die Zellen wurden im
Rahmen der geplanten Versuche mit 5 % Nicht-Nuchternserum (Probengewinnung ca. 1
Woche vor Sectio) der oben genannten Patientengruppen (NG, UG, UG mit GDM) stimuliert.
In jeder Patientengruppe erfolgte die Stimulation der Zellen mit Serum von drei verschiedenen
Patientinnen. Um off Target Effekte auszuschlieRen, wurde auf ein Zusammenfiihren der
Seren der jeweiligen drei Patientinnen einer Gruppe verzichtet. Die durchgefihrten Versuche
sollen Auskunft dariiber geben, ob sich Unterschiede im Homoostaseverhalten und in der
Funktionalitat der Zellen, nach Stimulation mit dem Serum der drei genannten Gruppen,

ergeben.
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3.3.1. Grundlagen der Zellkulturversuche

Fir die geplanten Versuche wurden HTR-8/SVneo (ATCC CRL-3271) Zellen genutzt. Dabei
handelt es sich um eine mit Hilfe des grof3e T-Antigen des Simian-Virus 40 (SV40)
immortalisierte Trophoblastzelllinie, die von humanem Plazentagewebe im ersten Trimester
abstammt. Des Weiteren zeigen sie Marker, welche konform mit den typischen Markern der
extravillésen invasiven Trophoblasten sind, wahrend sie fir Makrophagen- und
Endothelzellmarker negativ getestet wurden. Fir die Zellen wurde nach Herstellerangaben
das Medium RPMI-1640 (ATCC: 30-2001) unter Zusatz von 5 % fetalem bovinem Serum (FBS)
und 1 % Penicillin/Streptomycin (P/S) zur Kultur genutzt.1°¢ Der GroRteil der Zellkulturversuche
wurde unter einer sterilen Werkbank bei méglichst sterilen Bedingungen durchgefihrt. Hierfur

erfolgten Mykoplasmentests und regelméaRige Mikroskopkontrollen der Zellen.

3.3.2. Auftauen der Zellen

Die folgenden Schritte wurden zligig durchgefiihrt, um wéahrend des Auftauens die Toxizitat
des Dimethylsulfoxid (DSMO) auf die Zellen mdglichst gering zu halten. Ein Vial mit
aliquotierten Zellen, die unter Zugabe von DMSO bei -150 °C kyrokonserviert wurden, wurden
bei 37 °C im Wasserbad soweit aufgetaut bis nur noch ein kleiner Eisklumpen im Vial sichtbar
war. Der Inhalt des gesamten Vials wurde dann in ein mit Kulturmedium vorbereitetes 15 ml
Falcon Uberfihrt und bei Raumtemperatur 5 min bei 180 x g zentrifugiert. Fir das
Kulturmedium wurde phenolrot-haltiges Medium RPMI-1640 unter Zusatz von 5 % FBS und 1
% P/S genutzt. AnschlieRend wurde das Medium abgesaugt und das Zellpelletin 1 ml frischem
Medium resuspendiert. Mit Hilfe einer 1000 pl Pipette wurde die Zellsuspension in eine mit 15
ml Kulturmedium vorbefillte T75-Flasche gegeben. AbschlieRend wurden die Zellen in einem
37 °C warmen Inkubator mit einem CO,-Gehalt von 5 % kultiviert. 24 h spater erfolgte je nach

Konfluenz ein Mediumwechsel oder das Passagieren der Zellen.

3.3.3. Passagieren der Zelle

Nachdem die Zellen eine Konfluenz von circa 90 % erreicht hatten, erfolgte eine
Subkultivierung. Zuerst wurde das Medium aus der T75-Flasche abgesaugt und die
verbliebenen Zellen mit 7 ml Dulbecco’s phosphatgepufferter Salzlésung (DPBS) gewaschen.
Im nachsten Schritt erfolgte das Ablosen der adharenten Zellen vom Boden der T75-Flasche,
indem die Zellen unter Zugabe von 3 ml des bereits vorgewarmten Trypsins und leichtem
Schwenken der Flasche benetzt und anschlief3end fiir 5 min bei 37 °C in den Inkubator gestellt
wurden. Nachdem das Ldsen der Zellen optisch mit Hilfe eines Mikroskops festgestellt wurde,
erfolgte mit der Zugabe von 7 ml FBS-haltigem Kulturmedium das Abstoppen der

Trypsinreaktion sowie das Abspulen der restlichen Zellen vom Flaschenboden. Im Anschluss
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wurde die Zellsuspension in ein 15 ml Falcon gegeben und fiir 5 min bei Raumtemperatur und
180 x g zentrifugiert. Das Uibrig gebliebene Zellpellet wurde nach Absaugen des Uberstandes
vorsichtig in 1 ml Kulturmedium resuspendiert, sodass anschliel3end 600 pl der Zellsuspension
in eine mit 12 ml Kulturmedium vorgefillte T75-Flasche gegeben wurde. Im letzten Schritt
wurde die Flasche zum gleichmafiigen Verteilen der Zellen leicht kreuzférmig geschwenkt und
bei 37 °C und 5 % CO,-Gehalt in den Inkubator gelegt.

3.3.4. Bestimmung der Zellzahl

Um die Vergleichbarkeit der Versuche zu gewahrleisten, wurde flir die geplanten Versuche
eine definierte Zellzahl, welche im weiteren Kontext im Abschnitt des jeweiligen Versuchs
genannt wird, festgelegt. Zum Auszahlen der Zellen erfolgten die unter dem Abschnitt des
Passagierens angegeben Schritte bis zum Resuspendieren des verbliebenen Zellpelletin 1 ml
Kulturmedium. Im weiteren Verlauf wurden 10 pl der Zellsuspension mit 90 pl Trypanblau
(Verdunnungsfaktor 1:10), um zwischen vitalen und toten Zellen unterscheiden zu kdnnen,
gemischt und anschlieBend 10 pl der Mischung luftblasenfrei in eine Neubauer-Zahlkammer
gegeben. Daraufhin erfolgte mit Hilfe eines Mikroskops die Zahlung aller vitalen Zellen, welche
durch die fehlende tiefblaue Farbung des Trypanblau erkenntlich waren, fir jeden der vier
auReren GrolRquadranten der Neubauer-Zahlkammer einzeln. Aus den vier ermittelten Werten
wurde im Anschluss der Mittelwert gebildet und die gewiinschte Zellzahl in pl pro Well nach
folgender Formel ,zu pipettierende Zellzahl in pl = gewinschte Zellzahl / (Mittelwert der
Zellzahlen der GroRquadrate x 100)” berechnet. Somit wurde das zu pipettierende Volumen
fur die gewlnschte Zellzahl pro Well bestimmt. Hierfir wurde sich an vorab durchgefihrte

laboreigene Austestungen orientiert.

3.3.5. Aussaat und Stimulation

Nach erfolgreicher Bestimmung der anvisierten Zellzahl wurde mit der Zellaussaat fur die
Versuche begonnen. Dafir wurden in jedem Versuch fur alle Probandinnen jeweils Triplets im
Rahmen einer Mehrfachbestimmung ausgesat. Zusatzlich wurden fir jeden zu messenden
Parameter (Apoptose, Proliferation, Seneszenz und Invasion) mehrere Versuchsreihen
vollzogen, sodass abgesehen von der Seneszenzmessung alle Versuche funf Mal wiederholt
wurden. Der Seneszenzassay wurde nur vier Mal durchgefuhrt. Des Weiteren wurden in den
Versuchsreihen Negativkontrollen sowie fiir einige Versuche Positivkontrollen in Tripletts
angelegt. Die Aussaat der Zellen erfolgte dabei im Zellkulturmedium mit anschlieender 12-
stindiger Inkubation zum Anwachsen der Zellen. Im Anschluss wurde das Aussaatmedium
abgesaugt und mit der Stimulation der Zellen begonnen. Fir die Stimulation wurde fir jede

Probandin eine Stimulationslésung aus Kulturmedium und dem maternalen Serum mit einer
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Konzentration von 5 % angesetzt. Fur die Kontrolle hingegen wurde Medium mit 5 % FBS

versetzt. Die Dauer der Stimulation erfolgte in Anlehnung an die jeweiligen Versuchsprotokolle.

3.3.6. Apoptoseassay

Um das Apoptoseverhalten der HTR-8/SVneo Zellen nach Stimulation mit dem Serum der drei
Versuchsgruppen zu analysieren, wurde der Caspase-Glo 3/7 Assay genutzt. Hierfur dient die
Aktivitat der Effektorcaspasen 3 und 7 als Marker fur das Apoptoseausmaf.®” Fir den
Versuch wurden die HTR-8/SVneo mit einer Zellzahl von 15.000 pro Well in einer
weilBwandigen 96-Well Platte mit transparentem Boden ausgesét und nach Anwachsen fir 12
h mit dem maternalen Serum in einer Konzentration von 5 % bzw. dem Kontrollmedium mit 5
% FBS stimuliert. Die Stimulation mit 2 uM Staurosporin als Positivkontrolle erfolgte fiir 6 h.
Zusatzlich wurde ein Triplett ohne Zellen, nur mit Kulturmedium, als Leerprobe angesetzt. Die
Arbeitsschritte des Assays wurden nach Herstellerangaben durchgefiihrt.'®” Nach Abkihlen
der Platte fir 10 min auf Raumtemperatur wurde zu jedem Well 100 ul des Caspase-Glo 3/7
Reagenz hinzugegeben. Im nachsten Schritt wurde die Platte fir 30 sec in den Plattenschittler
gestellt, um anschlieRend bei Raumtemperatur und im Dunkeln fir eine Stunde zu inkubieren.
Im letzten Zug erfolgte fir jedes Well die spektrometrische Messung der Lumineszenz mittels
des GloMax® Multi Detection System. Die Ergebnisse der einzelnen Tripletts wurden gemittelt

und von diesen anschliel3end der gemittelte Wert der drei Leerproben subtrahiert.

3.3.7. Proliferations-/Viabilitatsassay

Zum Bestimmen der Proliferationsrate der HTR-8/SVneo Zellen, unter Stimulation mit dem
Serum der drei Versuchsgruppen, wurde vom MTT-Assay Gebrauch gemacht. Der MTT-
Versuch wurde erstmals von Mosmann beschrieben und gibt Auskunft Giber die metabolische
Aktivitdt von Zellen basierend auf der Reduktion vom gelben MTT-Farbstoff in ein blau-
violettes Formazan, mit welchem, nach anschlielender Auflésung des Farbstoffes, die
Absorptionsrate bestimmt werden kann.'°® Fir den Versuch wurden die HTR-8/SVneo mit
einer Zellzahl von 10.000 pro Well in einer transparenten 96-Well Platte ausgesat, fur 12 h
inkubiert und im Anschluss stimuliert. Die Stimulation erfolgte flir 24 h mit 5 % maternalen
Serum der neun ausgewahlten Probandinnen sowie mit 5 % FBS als Kontrolimedium. Dabei
wurden fiir alle Studienteilnehmerinnen sowie fur die Kontrollmessungen Mehrfach-
bestimmungen im Rahmen von Tripletts durchgefiihrt. Zusatzlich wurde als Leerprobe ein
Triplett ohne Zellen angelegt. Alle folgenden Schritte erfolgten nach einem modifizierten
Protokoll nach Abcam.®® Im Rahmen dessen wurde das Stimulations- und Kontrollmedium
nach 24 h vorsichtig von den Zellen abgesaugt, sodass diese mit 50 ul phenolrotfreiem RPMI-

1640 Medium pro Well benetzt werden konnten. Im néachsten Schritt wurde zu jedem Well noch
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50 pl der MTT-L6sung hinzugegeben und die Platte anschlieBend zum Inkubieren fir vier
Stunden bei Raumtemperatur im Dunkeln belassen. Nach Ablauf der vier Stunden erfolgte die
Zugabe von 150 pl Lysepuffer pro Well und das kraftige Resuspendieren der Wellinhalte, um
das Lysieren der Zellen zu induzieren. Nachfolgend wurde die Platte, vor Messung der
Absorption, fur 15 min im Dunkeln bei Raumtemperatur geschittelt. Zur Bestimmung der
Absorption der einzelnen Wells bei einer Wellenlange von 590 nm wurde die i-control 2.0
Software des Infinite M200 pro von Tecan genutzt. Zur Messung der Hintergrundabsorption
wurde pro Versuchsreihe zusétzlich ein Triplett ohne Zellen als Leerprobe befillt.
AbschlieRend wurden die gemessenen Ergebnisse der Tripletts gemittelt und die Werte der

Leerproben von diesen subtrahiert.

3.3.8. Seneszenz-assoziierte Beta-Galactosidase Farbung

Das Seneszenzverhalten der HTR-8/SVneo Zellen nach Stimulation mit dem Serum der drei
Versuchsgruppen sollte mittels der Seneszenz-assoziierten Beta-Galactosidase Farbung
abgebildet werden. Dabei wurde die Darstellung von seneszenten Zellen in Zellkultur mittels
Beta-Galactosidase als Biomarker bei einem pH-Wert von 6 erstmalig von Dimri
beschrieben.!® Fir den Versuch wurden die HTR-8/SVneo Zellen mit einer Zellzahl von
10.000 pro Well in einer weiRwandigen 96-Well Platte mit transparentem Boden ausgeséat. Fir
die Positivkontrolle wurden 30.000 Zellen pro Well ausplattiert, da diese bei hoher Zelldichte
in die Seneszenz Ubergehen. Zusatzlich wurde als Leerprobe ein Triplett ohne Zellen angelegt.
Die Stimulation der Zellen erfolgte jeweils in Tripletts mit 5 % maternalen Serum der neun
ausgewahlten Probandinnen sowie mit 5 % FBS als Kontrollmedium. Die folgenden
Arbeitsschritte wurden basierend auf Kretschmers!!! Modifizierung von Kipkeew?!!?
durchgefiihrt. 48 h nach Beginn der Stimulation, wobei hier innerhalb dieser Zeitspanne nach
24 h ein Wechsel der Stimulationsldsung durchgefiihrt wurde, erfolgte das vorsichtige
Absaugen dieser sowie das zweimalige Waschen der Zellen mit 60 yul DPBS pro Well flr
jeweils 30 sec. AnschlieRend wurden die Zellen mittels 60 ul pro Well Fixationsldsung fiir 5
min bei Raumtemperatur fixiert, um im nachsten Schritt wieder zweimalig mit 60 ul DPBS pro
Well fur jeweils 30 sec gewaschen zu werden. Im nachsten Schritt erfolgte das Benetzen der
Zellen mit 60 pl Farbeldsung pro Well sowie im Anschluss das 12-stiindige Inkubieren bei einer
Temperatur von 37 °C im Inkubator. Nach dieser Zeitspanne wurden die Zellen erneut zweimal
mit DPBS fiir jeweils 30 sec gewaschen. AbschlieRend wurden die Zellen einmalig mit 60 pl
Methanol pro Well, welches auf -20 °C vorgekihlt war, gewaschen und zum Trocknen sicher
bei Raumtemperatur verwahrt. Nach Trocknen der Platte wurden die Zellen und das Ausmaf}
ihrer Farbung mittels eines inversen Mikroskops begutachtet. Um den Farbegrad zu

dokumentieren wurden die Wells mit dem 10x Objektiv innerhalb ihres Zentrums mit dem
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Invitrogen™ EVOS™ FL-Auto 2 im automatischen Modus mit AutoFocus im Lock Z Offset im

Hellfeld unter Nutzung der Farbkamera fotografiert.

3.3.9. Invasionsassay

Zur Analyse der Invasivitat der HTR-8/SVneo Zellen wurde, nach Stimulation mit dem Serum
der drei Versuchsgruppen, ein Invasionsassay durchgefuhrt. Dieser gibt an Hand der Anzahl
von Zellen, welche in einem bestimmten Zeitraum durch eine Barriere in Form von Matrigel
und einer porésen Membran gewandert sind, Auskunft Uber deren Invasivitat. Zum
Nachvollziehen der Invasionsfahigkeit von Zellen wurde dieser Versuchsaufbau erstmalig im
Rahmen von Untersuchung an Tumorzellen von Repesh beschrieben.'*®* Abgesehen vom
Prozedere des Farbens der gewanderten Zellen erfolgten alle Arbeitsschritte auf Basis einer
Modifizierung von Appel et al.}** Zu Beginn des Versuches wurden 24-Well Platten mit
Transwell-Inserts bestiickt. Diese haben einen Boden, in den 8 um grofRe Poren eingelassen
sind, durch die Zellen hindurchwandern kénnen. Im Anschluss erfolgte die Beschichtung der
Transwell-Insertsbéden mit 100 ug des 4 °C kalten Matrigels, welches zuvor in 100 pl Coating-
Buffer verdiinnt wurde. Hierbei wurde stets darauf geachtet, dass alle benutzen Materialien
vorgekuhlt waren, um eine vorzeitige Polymerisation des Matrigels zu verhindern. Danach
wurden die Platten zur Polymerisation des Matrigels fir 2 h bei 37 °C im Inkubator belassen.
Fur den Versuch wurden die HRT-8/SVneo mit einer Zellzahl von 100.000 pro Transwell-Insert
auf dem polymerisierten Matrigel ausgesat. Im Rahmen dieses Versuches wurde die
gewilnschte Zellzahl in 500 yl Medium verdinnt, wobei hier explizit darauf geachtet werden
musste, dass das Medium kein Serum enthielt. In die Kammern der 24-Well Platten wurde
hingegen 750 pl Medium, welches mit 5 % Serum der Patientinnen der 3 Versuchsgruppen
bzw. fur die Positivkontrollen 5 % FBS versetzt worden ist, gegeben. Die Negativkontrollen
glichen, bis auf die Tatsache, dass keine Zellen in die Transwell- Inserts ausgesét wurden, im
Aufbau den Positivkontrollen. Die Negativkontrollen fungierten dabei als Leerprobe bzw.
Richtwert fur Schmutzpartikel, die falschlicherweise bei der Auszahlung als Zellen identifiziert
wurden und wurden von den finalen Ergebnissen der Auszahlung subtrahiert. AnschlieRend
wurden die Platten fiir 24 h bei 37 °C und 5 % CO»-Gehalt inkubiert. Mit Ablauf der 24 h erfolgte
das Absaugen der Ldsungen aus den Kammern und den Transwell-Inserts sowie das
Uberfiihren dieser in DPBS. Nachfolgend wurden die nicht gewanderten Zellen von der
Membranoberflache der Transwell-Inserts sorgfaltig abgewischt und die Transwell-Inserts zum
Fixieren der gewanderten Zellen mit ihrer Unterseite fur zwei Minuten in -20 °C kaltem
Methanol belassen. Im nachsten Schritt wurde das Methanol abgesaugt und die Membran der
Transwell-Inserts mit MilliQ-Wasser gewaschen. Danach erfolgte das Farben der gewanderten

Zellen auf der Membranunterseite der Transwell-Inserts mit Hilfe von 4'6-Diamidino-2-
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phenylindol (DAPI), bei einem Verdiinnungsfaktor von 1:1000 in DPBS, flir 15 min im Dunkeln.
Mittels der DAPI-Farbung wurden die Zellkerne der gewanderten Zellen angeféarbt, sodass
diese unter einem Immunfloureszenzmikroskop sichtbar wurden und folglich ausgezahit
werden konnten. Zum Zeitpunkt der Farbung musste darauf geachtet werden, dass die
Membranen in allen Folgeschritten stets lichtgeschitzt waren. Daraufhin wurden die
Membranen nochmals einmalig mit DPBS sowie MilliQ gewaschen und im Anschluss zum
Lufttrocknen im Dunkeln belassen. Nach dem Trocken erfolgte das Ausschneiden der
Membranen aus den Transwellinserts mit Hilfe eines Skalpells und das abschlieRende
Eindeckeln dieser mit Entellan auf Objekttragern unter einem Deckglas. Das Fotografieren der
Membranen erfolgte am Mikroskop Olympus BX43 mittels der Software Cell-Sens Dimension
1.18. Hier wurde die gesamte Membran mit 10-facher Vergré3erung im DAPI-Filter gescannt.
Nach Abfotografieren aller Membranen erfolgte das Auszahlen der Zellen. Daflr wurde an
Hand von zuféllig gewahlten Membranausschnitten eine Testzahlung per Hand und mittels der
Software ImageJ im Vergleich durchgefiihrt. Hierbei zeigten sich zwischen den beiden
Methoden keine Unterschiede in der gezahlten Zellzahl, sodass die Zellen schlussendlich nach
folgendem Schema mit Hilfe der Software ImageJ gezahlt wurden. Vor der Nutzung von
ImageJ erfolgte eine Verblindung, indem die Zuordnungen der Membranen pseudonymisiert
wurden. Nun wurde mit Hilfe der Software ImageJ der unebene Rand der Membranen
maglichst fein abgeschnitten, sodass die verbliebene Flache ausgemessen werden konnte. Im
weiteren Verlauf wurde der Kontrast auf die maximale Stufe gesetzt, um die Zellen fiir das
Programm zum Z&hlen besser sichtbar zu machen. Im nachsten Schritt wurden im Rahmen
der Zahlung der Treshold standardisiert fiir jede Membran auf 52 gesetzt und die Funktion
Watershed genutzt, um Zellakkumulationen aufzutrennen. Anschliel3end wurden alle farbig
hervorgehobenen Partikel gezahlt, wobei der Software, um die Zellen zu erkennen, eine
Rundung von 0,28 - 1,00 sowie eine Flache von 37 - 480 um? vorgegeben wurde. Zuletzt

erfolgte, nach Abzug der Leerprobe, die Berechnung der gezéhlten Zellen pro 1 mm?2

3.4. Statistische Analyse

Die statistische Auswertung erfolgte auf Empfehlung des Instituts fir medizinische Statistik
und Bioinformatik der Universitat zu Kdoln. Hier fungierten als direkte Ansprechpartner Dr.
Jeremy Franklin und Anne Adams.

Fur die Auswertung der Datensatze wurde die Software SPSS 27® genutzt.

Im Rahmen der deskriptiven Statistik wurden die erzielten Werte mittels Mittelwert und
zugehdriger Standardabweichung abgebildet. Um die einzelnen Werte der Zellkulturversuche
auf Normalverteilung zu Uberprifen, wurde ein Streudiagramm erstellt, mit welchem ein

Eindruck Uber das Ausmalfd der Streuung der Werte innerhalb einer Gruppe sowie zwischen
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deren Versuchswiederholungen erlangt werden konnte. Im Rahmen dessen wurden die Daten,
nach Abzug der Leerprobenwerte, modifiziert, indem auf die Ergebnisse der einzelnen
Patientinnen der nattrliche Logarithmus angewandt wurde. Fir die Hauptanalyse wurde eine
Varianzanalyse (ANOVA) mit Messwiederholungen durchgefiihrt. Im Rahmen der ANOVA
wurden die Messwiederholungen der einzelnen Gruppen miteinander verglichen, wobei die
modifizierten Messwerte verwendet wurden. Zuséatzlich wurden die Ergebnisse im Rahmen
einer Sensitivitatsanalyse mittels Friedman-Tests ausgewertet. Dieser erfolgte auf der Basis,
dass eine Normalverteilung der Daten nicht vollends angenommen werden konnte. Er
vergleicht verbundene, nicht normalverteilte Daten von mehr als zwei Gruppen, indem die
Messwerte in Range eingeordnet werden. Fir diese Analyse erfolgte keine Modifizierung der

Versuchsergebnisse. Das Signifikanzniveau der Analysen wurde auf a = 0,05 gewahlt.
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4.  Ergebnisse

Da Fettleibigkeit und ein GDM bei werdenden Miittern ein gesundheitliches Risiko fir den
Fotus bergen und die Plazenta als wesentliche Schnittstelle zwischen diesen beiden
Individuen fungiert,®’37%5% wurde in der hier vorliegenden Arbeit im Rahmen von
Zellkulturversuchen das Homoostaseverhalten sowie die Invasionsfahigkeit der
immortalisierten Trophoblastzelllinie HTR-8/SVneo nach Stimulation mit dem Serum von drei
verschiedenen Gruppen schwangerer Frauen analysiert. Die Trophoblastzelllinie HTR-
8/SVneo stellt dabei ein in vitro Modell fir den extravillésen Trophoblasten der humanen
Plazenta dar.'% Die Gruppen unterteilten sich in eine medizinisch unauffallige NG-Gruppe mit
einem BMI von 18,5-24,9 kg/m?, eine UG-Gruppe mit einem BMI = 25 kg/m2 und ohne GDM
sowie einer Gruppe mit UG-Schwangeren (BMI = 25 kg/m?2) mit GDM. Dabei stellt Tabelle 9

die wichtigsten phanotypischen Daten der drei genannten Versuchsgruppen dar.
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Gruppe

BMI 18,5 — BMI = 25 BMI = 25
24,9 ohne GDM mit GDM
(NG) (UG) (UG+GDM)
n=3 n=3 n=3
Alter (Jahre) MW + SD 34,00+4,32 |33,33+2,36 33,33+2,36
BMI zu Beginn der SS | MW + SD 20,90+1,00 |36,50+3,44 32,00 £ 30,00
(kg/m2)
Geburtsgewicht des MW + SD 3100,00 + 3663,30 + 3755,00 +
Kindes (g) 78,74 766,17 309,01
Geschlecht des absolute 1/2 1/2 2/1
Kindes (m/w) Haufigkeit
Gestationsalter bei MW + SD 39,00 £0,07 | 39,00 +0,82 39,10 £ 0,20
Entbindung (Wochen)
Gewichtszunahmein | MW = SD 14,33 +1,51 11,50 £ 5,17 8,23+1,37
der SS (kg)
Plazentagewicht (g) MW £ SD 580,20 + 700,53 722,86
80,14 49,36 18,66

Tabelle 9: Phanotypische Daten der Versuchsgruppen mit Angabe von Stichprobenumfang
(n), absoluter oder relativer Haufigkeit sowie Mittelwert (MW) und Standardabweichung (SD).
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4.1. Apoptoseassay

Nach Modifizierung der Daten mit dem naturlichen Logarithmus konnte mit Hilfe eines
Streudiagramms (Abbildung 2) aufgezeigt werden, dass die Werte der neun Patientinnen der
drei Gruppen sowohl innerhalb einer Gruppe als auch in den Messwiederholungen keiner
starken Streuung unterlagen. Abgesehen von einem Ausreil3er im ersten Versuchsdurchlauf
bei einer Patientin der NG-Gruppe befanden sich die restlichen Werte in einer Spanne von
10,9 bis 12,6, wobei sich die meisten Werte um 11,6 einfugten. Der Ausreil3er zeigte einen

Wert von 9,37.
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Abbildung 2: Streudiagramm der logarithmierten Patientendaten des Apoptoseassays
Darstellung der logarithmierten (In) relativen Apoptoseraten von humanen Trophoblasten
(HTR-8/SVneo) nach Stimulation mit dem Serum von Ubergewichtigen Schwangeren mit
(UG+GDM) und ohne Gestationsdiabetes (UG) sowie, als Kontrolle und Vergleichswert, von
medizinisch unauffalligen und normalgewichtigen Schwangeren (NG) zur Beurteilung einer
Normalverteilung der Daten. Alle drei Patientinnen pro Gruppe sind fur jede Messwiederholung
einzeln aufgefuhrt. Die Daten aller fiinf Messwiederholungen sind unabhé&ngig voneinander
abgebildet.

Zur Testung, ob es zwischen den einzelnen Gruppen signifikante Unterschiede im
Apoptoseverhalten gab, wurden die Daten mittels ANOVA mit Messwiederholungen mit Hilfe
von SPSS analysiert. Im Rahmen dessen zeigte sich beim paarweisen Vergleich der
Versuchsgruppen (Abbildung 3) mittels Post-Hoc-Test (Dunn-Bonferroni-Test) eine
signifikante Erh6hung der Apoptoseraten der UG-Gruppe mit einem p-Wert von p = 0,018 im
Vergleich zur NG-Gruppe. Der Mittelwert der Apoptoseraten der NG-Gruppe lag hier bei
97539,52, wahrend die UG-Gruppe bei einem Wert von 148116,67 lag. Ebenso lieR sich im
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Apoptoseverhalten zwischen der NG- und UG-Gruppe mit GDM ein signifikanter Unterschied
feststellen. Dabei zeigte sich das Apoptoseausmaf in der UG-Gruppe mit GDM bei einem
Wert von p = 0,027 erhéht. Der Mittelwert der UG-Gruppe mit GDM befand sich bei 137361,58.
Zwischen den Gruppen der UG-Schwangeren mit und ohne GDM lieR sich hingegen kein
relevanter Signifikanzgrad ausmachen, der p-Wert befand sich bei 1 und unterschritt damit
nicht die Signifikanzgrenze von p < 0,05. Im Rahmen der Sensitivitatsanalyse wurden die
Daten zusatzlich mittels des Friedman-Tests ausgewertet. Nach dessen Durchfiihrung wurde
die Nullhypothese, dass die Verteilung der NG- und UG-Gruppe sowie der UG-Gruppe mit
GDM identisch sei, mit einem Signifikanzniveau von 0,015 abgelehnt. Im weiteren Verlauf
wurde basierend auf der Ablehnung der Nullhypothese ein paarweiser Vergleich ebenso
mittels Post-Hoc-Test (Dunn-Bonferroni-Test) durchgefiihrt, um eine Aussage daruber treffen
zu koénnen, welche Gruppen im Vergleich fiir das signifikante Ergebnis ausschlaggebend
waren. Die paarweisen Vergleiche zeigten eine signifikante Erhéhung der Apoptoseraten der
UG-Gruppe mit einem p-Wert von 0,004 im Vergleich zur NG-Gruppe. Zwischen den
Ergebnissen der NG- und der UG-Gruppe mit GDM (p = 0,058) sowie zwischen den UG-
Gruppen mit und ohne GDM (p = 0,343) lielRen sich keine signifikanten Unterschiede
feststellen (Abbildung 3).
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Abbildung 3: Apoptoserate der Trophoblastzelllinie HTR-8/SVneo nach Stimulation mit
maternalem Serum Darstellung der relativen Apoptoserate von humanen Trophoblasten
(HTR-8/SVneo) nach Stimulation mit dem Serum von Ubergewichtigen Schwangeren mit
(UG+GDM) und ohne (UG) Gestationsdiabetes sowie, als Kontrolle und Vergleichswert, von
normalgewichtigen Schwangeren (NG). Die S&ulen der einzelnen Studiengruppen
prasentieren den Mittelwert +/- SD. * p < 0,05. # Signifikanter Unterschied zwischen den
Versuchsgruppen ausschliefZlich in der Hauptanalyse ANOVA mit Messwiederholungen plus
post-hoc Test. $ Signifikanter Unterschied zwischen den Versuchsgruppen in der
Sensitivitdtsanalyse Friedmann plus post-hoc Test.
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4.2. Proliferations-/Viabilitatsassay

Im Weiteren wird auf die Resultate des Proliferationsassays eingegangen. Das Streudiagramm
(Abbildung 4) der mit dem natirlichen Logarithmus modifizierten Daten zeigte eine Verteilung
der Werte der jeweils drei Patientinnen der drei Versuchsgruppen, abgesehen von der dritten
Messwiederholung, zwischen einem Wertbereich von -2 und -1. In der dritten
Messwiederholung zeigte sich bei allen neun Probandinnen der drei Versuchsgruppen eine
Abweichung von den restlichen Daten. Hier befanden sich die Messwerte in einer
Ergebnisspanne von -3 bis -2. Ersichtlich war, dass die Werte der dritten Messwiederholung,
trotz ihrer leichten Abweichung, mit den Ergebnissen der anderen Messwiederholungen
konform waren. Denn die Werte der UG-Gruppen mit und ohne GDM zeigten im Gesamten

die Tendenz lGber den Werten der NG-Gruppe zu liegen.
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Abbildung 4: Streudiagramm der logarithmierten Patientendaten des Proliferations-
assays Darstellung der logarithmierten (In) Proliferationsraten von humanen Trophoblasten
(HTR-8/SVneo) nach Stimulation mit dem Serum von Ubergewichtigen Schwangeren mit
(UG+GDM) und ohne Gestationsdiabetes (UG) sowie, als Kontrolle und Vergleichswert, von
medizinisch unauffalligen und normalgewichtigen Schwangeren (NG) zur Beurteilung einer
Normalverteilung der Daten. Alle drei Patientinnen pro Gruppe sind fur jede Messwiederholung
einzeln aufgefuihrt. Die Daten aller finf Messwiederholungen sind unabhéngig voneinander
abgebildet.
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Es wurde uberprift, ob im Proliferationsverhalten der einzelnen Gruppen signifikante
Unterschiede bestanden. Hierfur wurde von der ANOVA mit Messwiederholungen Gebrauch
gemacht. Im Kontext der paarweisen Vergleiche der drei Versuchsgruppen (Abbildung 5)
mittels Post-Hoc-Test (Dunn-Bonferroni-Test) lieR sich zwischen der NG- und der UG-Gruppe
ohne GDM eine signifikante Abweichung mit einem p-Wert von p = 0,033 ausmachen. Dabei
zeigte sich im Vergleich eine erhohte Proliferationsrate der UG-Gruppe. Hier anlehnend wies
die NG-Gruppe einen Mittelwert von 0,16 auf, wahrend sich der Mittelwert der
Proliferationsraten der UG-Gruppe bei 0,20 befand. Desgleichen zeigte sich beim paarweisen
Vergleich der NG- und UG-Gruppe mit GDM ein signifikanter Unterschied mit p = 0,022. Auch
hier lag die Proliferationsrate der UG-Gruppe mit GDM oberhalb der Werte der NG-Gruppe.
Der Mittelwert der UG-Gruppe lag ebenso bei 0,20. Bei Betrachtung des p-Wertes zwischen
den UG-Gruppen mit und ohne GDM lieR sich hingegen kein signifikanter Unterschied
ausmachen. Der p-Wert befand sich hier bei 1 und somit oberhalb der Signifikanzgrenze von
p < 0,05. Zusatzlich wurden die Daten mittels des Friedman-Tests einer Sensitivitatsanalyse
unterzogen. Nach Durchfihrung des Friedman-Tests wurde die Nullhypothese, dass die
Verteilung der NG- und UG-Gruppe sowie der UG-Gruppe mit GDM gleich sei, mit einem p-
Wert von 0,074 angenommen. Da die Signifikanzgrenze von p < 0,05 nicht unterschritten
wurde, konnte der Friedman-Test die festgestellten signifikanten Unterschiede der ANOVA
zwischen der NG-Gruppe und der UG-Gruppen mit und ohne GDM nicht bestatigen. Auf einen

paarweisen Vergleich konnte demnach verzichtet werden.
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Abbildung 5: Proliferationsrate der Trophoblastzelllinie HTR-8/SVneo nach Stimulation
mit maternalem Serum Darstellung der relativen Proliferationsrate von humanen
Trophoblasten (HTR-8/SVneo) nach Stimulation mit dem Serum von (bergewichtigen
Schwangeren mit (UG+GDM) und ohne Gestationsdiabetes (UG) sowie, als Kontrolle und
Vergleichswert, von normalgewichtigen Schwangeren (NG). Die S&ulen der einzelnen
Studiengruppen prasentieren den Mittelwert +/- SD. * p < 0,05. # Signifikanter Unterschied
zwischen den Versuchsgruppen ausschlieBlich in der Hauptanalyse ANOVA mit
Messwiederholungen plus post-hoc Test.

4.3. Seneszenz-assoziierte Beta-Galactosidase Farbung

Im Rahmen des Versuches zeigten weder die Zellen, welche mit dem Serum der
Studienteilnehmerinnen stimuliert wurden, noch die der Positivkontrollen eine blauliche
Farbung, weshalb auf das Z&hlen der Zellen sowie auf die anschlieRende statistische

Auswertung verzichtet wurde.

4.4. Invasionsassay

Der nachfolgende Abschnitt bezieht sich auf die Ergebnisse des Invasionsassays. Dieser soll
Auskunft Uber die Invasivitat der immortalisierten Trophoblastzelllinie HTR-8/SVneo nach
Stimulation mit humanem Serum der drei Versuchsgruppen geben. Daflr wurde ein
Streudiagramm (Abbildung 6) der modifizierten Ergebnisse des Invasionsassays angefertigt.
Die Modifizierung erfolgte dabei mit dem natirlichen Logarithmus. Hier wurde ersichtlich, dass
die Werte der neun Patientinnen der drei Gruppen sowohl innerhalb einer Gruppe als auch in

den Messwiederholungen im Wertebereich von 0 bis circa 5 lagen. Der erweiterte Streubereich
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lasst sich durch die verstarkte Streuung in der ersten Messwiederholung im Vergleich zu den

restlichen Wiederholungen erklaren.
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Abbildung 6: Streudiagramm der logarithmierten Patientendaten des Invasionsassays
Darstellung der logarithmierten (In) Invasionsraten von humanen Trophoblasten (HTR-
8/SVneo) nach Stimulation mit dem Serum von uibergewichtigen Schwangeren mit (UG+GDM)
und ohne Gestationsdiabetes (UG) sowie, als Kontrolle und Vergleichswert, von medizinisch
unauffalligen und normalgewichtigen Schwangeren (NG) zur Beurteilung einer
Normalverteilung der Daten. Alle drei Patientinnen pro Gruppe sind fur jede Messwiederholung
einzeln aufgefuihrt. Die Daten aller finf Messwiederholungen sind unabhangig voneinander
abgebildet.

Zur Testung auf Signifikanzunterschiede zwischen den einzelnen Gruppen in Bezug auf die
Invasivitat der Zellen wurden die Daten mittels ANOVA mit Messwiederholungen mit Hilfe von
SPSS analysiert. Im Kontext des paarweisen Vergleichs der Versuchsgruppen (Abbildung 7),
mit Hilfe eines Post-Hoc-Test (Dunn-Bonferroni-Test), zeigte sich in der UG-Gruppe ohne
GDM eine signifikante Erhéhung der invadierten Zellzahl im Vergleich zur NG-Gruppe (p =
0,044). Dabei lagen die Mittelwerte der Invasionraten in der NG-Gruppe bei 49,90 Zellen/ mm?2
und in der UG-Gruppe bei 27,94 Zellen/ mmz2. Im Invasionsverhalten zwischen der NG- und
UG-Gruppe mit GDM lieR sich kein signifikanter Unterschied feststellen. Der p-Wert lag hier
bei 0,686. Hier anlehnend befand sich der Mittelwert der UG-Gruppe mit GDM bei 41,21 Zellen/
mm?2. Ebenso zeigte sich zwischen den UG-Gruppen mit und ohne GDM kein relevanter
Unterschied, der p-Wert lag bei 0,26 und unterschritt damit nicht die Signifikanzgrenze von p

< 0,05. Im Rahmen einer Sensitivitditsanalyse wurden die Daten zusatzlich mittels des
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Friedman-Tests ausgewertet. Nach Durchfilhrung der Sensitivitatsanalyse wurde die
Nullhypothese, dass die Verteilung der NG- und UG-Gruppe sowie der UG-Gruppe mit GDM
identisch sei, mit einem Signifikanzniveau von 0,041 abgelehnt. Um feststellen zu kénnen,
welche Gruppen im Vergleich fur das signifikante Ergebnis ausschlaggebend waren, wurde
ein paarweiser Vergleich mittels eines Post-Hoc-Tests (Dunn-Bonferroni-Test) durchgefuhrt.
Der paarweise Vergleich zeigte eine signifikante Erhéhung in der Invasionsrate der UG-
Gruppe ohne GDM im Verhaltnis zur NG-Gruppe (p = 0,011). Zwischen den Ergebnissen der
NG- und der UG-Gruppe mit GDM (p = 0,206) sowie zwischen den UG-Gruppen mit und ohne
GDM (p = 0,206) liel3en sich keine signifikanten Unterschiede feststellen (Abbildung 7).
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Abbildung 7: Invasionsrate der Trophoblastzelllinie HTR-8/SVneo nach Stimulation mit
maternalem Serum Darstellung der Invasionsrate (Zellen/ mm?) von humanen Trophoblasten
(HTR-8/SVneo) nach Stimulation mit dem Serum von Ubergewichtigen Schwangeren mit
(UG+GDM) und ohne Gestationsdiabetes (UG) sowie, als Kontrolle und Vergleichswert, von
normalgewichtigen Schwangeren (NG). Die S&ulen der einzelnen Studiengruppen
prasentieren den Mittelwert +/- SD. * p < 0,05. # Signifikanter Unterschied zwischen den
Versuchsgruppen ausschliefZlich in der Hauptanalyse ANOVA mit Messwiederholungen plus
post-hoc Test. $ Signifikanter Unterschied zwischen den Versuchsgruppen in der
Sensitivitdtsanalyse Friedmann plus post-hoc Test.
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5. Diskussion

Da das Krankheitsbild der Fettleibigkeit bei Frauen im gebarfahigen Alter sowie der wahrend
einer SS auftretende GDM eine hohe Pravalenz in unserer Bevilkerung aufweisen®3* und
haufig mit einer kurz- und langfristigen pathologischen gesundheitlichen Entwicklung des
Kindes einhergehen,®”s! lag dem hier aufgeflihrten Versuch eine Untersuchung der
extravilldsen Trophoblasten der humanen Plazenta bei UG-Schwangeren mit und ohne GDM
zu Grunde. Die Plazenta fungiert als Schnittstelle zwischen der werdenden Mutter und dem
ungeborenen Kind. Hier findet mafRgeblich die Versorgung des Kindes mit Nahrstoffen statt
sowie im Rahmen einer Barrierefunktion das Abhalten von Schadstoffen vom mitterlichen in
den fetalen Kreislauf.>>*® In den durchgefiihrten Versuchen wurde anhand von in vitro
kultivierten humanen Trophoblasten Veranderungen dieser in ihrem Homdostaseverhalten
sowie ihrer Invasivitat nach Stimulation mit Serum von UG-Schwangeren mit und ohne GDM
im Vergleich zu NG-Schwangeren ohne GDM analysiert. Hierfir wurden in Rahmen von
Zellkulturversuchen ein Caspase-Glo 3/7 Assay zur Detektion der Apoptoserate, ein MTT-
Assay zur Darstellung der Proliferationsrate sowie eine seneszenz-assoziierte Beta-
Galactosidase Farbung zur Messung der Seneszenzrate durchgefiihrt. Um Rickschlisse auf
die Funktion der Trophoblasten nach Stimulation mit humanem Serum zu ziehen, wurde des

Weiteren ein Invasionsassay ausgefihrt.

5.1. Der Einfluss von Ubergewicht mit und ohne GDM auf die Homoostase von
Trophoblasten
Im Rahmen der Ergebnisauswertung zeigten die Zellen, die mit dem Serum der UG-Gruppe
stimuliert wurden, in der ANOVA und Friedman-Analyse eine erhdohte Apoptoserate im
Verhaltnis zu den Zellen, die mit Serum der NG- bzw. Kontrollgruppe stimuliert wurden. Die
Proliferationsraten der Zellen, die mit dem Serum der UG-Gruppe stimuliert wurden, waren
einzig in der ANOVA im Vergleich zu den Zellen, die mit Serum der NG-Gruppe stimuliert
wurden, gesteigert. Die Prozesse der Apoptose und Proliferation befinden sich in enger
Beziehung zueinander und fungieren im Rahmen des Zellzyklus als Gegenspieler. Um die
einwandfreie Aufrechterhaltung eines biologischen Systems zu gewéhrleisten, missen sich
die beiden Prozesse im stetigen Gleichgewicht befinden. Eine Stérung des Gleichgewichts
wurde zur Beeintréchtigung der Homoostase filhren und in Folge dessen zu einem Verlust
oder im Rahmen einer UberschieRenden Proliferation zu einer unkontrollierten Vermehrung
von Gewebe.'511¢ So konnten 1986 Versuche an adrenalektomisierten Ratten, welche mit in
Thymozyten Apoptose induzierendem Dexamethason behandelt wurden, gezeigt werden,
dass das Thymusgewicht bei erhéhtem Apoptoseausmald der Thymozyten deutlich abnahm

und die Zellmasse nicht durch verstarkte Mitose ausbalanciert wurde.''” Zusatzlich konnten
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Studien nachweisen, dass eine Uberexpression von Apoptose hemmenden Genen, im
Rahmen einer verminderten Apoptoserate und einer fehlenden Abnahme der
Proliferationsrate zur Bereinigung des Ungleichgewichts, zu Neoplasien fihrt 115118119
Demnach bedienen sich Zellen entweder der Proliferation oder Apoptose, sodass beide
Mechanismen nicht gleichzeitiy ausgefiihrt werden.!>” Bezugnehmend auf die
Versuchsergebnisse der durchgefuhrten Studie missen entweder die erhéhten Proliferations-
oder Apoptoseraten der UG-Gruppen mit und ohne GDM im Vergleich zur NG-Gruppe
angezweifelt werden. Denn ein gesteigertes Proliferations- als auch Apoptoseausmald stehen
wie oben beschrieben im Widerspruch zueinander. Im Rahmen dessen lasst sich mit Blick auf
die statistische Auswertung der Studie eruieren, dass der signifikante Unterschied in der
Apoptoserate zwischen der NG- und UG-Gruppe sowohl in der Hauptanalyse ANOVA als auch
in der Sensitivitdtsanalyse nachgewiesen wurde. Beim Proliferationsassay hingegen konnte
ein signifikanter Anstieg zwischen diesen beiden Gruppen nur in der Hauptanalyse aufgezeigt
werden. Die fehlende Bestétigung durch die sekundare statistische Analyse bietet ein Indiz,
dass den Werten der erhbhten Apoptoserate eher Glauben geschenkt werden kann, wahrend
die gesteigerte Proliferationsrate angezweifelt werden muss. Mit Anzweiflung der erhdhten
Proliferationsraten der UG-Gruppen mit und ohne GDM im Vergleich zur NG-Gruppe muss die
Aussagekraft der ANOVA somit kritisch hinterfragt werden. Dabei lasst sich vermuten, dass
die Hauptanalyse mittels ANOVA Ubermallig Signifikanzen aufzeigt, welche mit Blick auf die
Studiendaten anfechtbar sind. Hier Iasst sich ein Bezug zu den geringen Fallzahlen der Studie,
welche zusatzlich den Nachweis einer Normalverteilung der Daten erschweren, annehmen.
Aus diesem Grund sollten die Ergebnisse der Hauptanalyse nur mit der sekundaren
Sensitivitdtsanalyse im Zusammenhang betrachtet werden.

Ein weiterer Anhaltspunkt fur die Unglaubwirdigkeit der Ergebnisse des Proliferationsassays
ergibt sich mit Blick auf die Werte der UG-Gruppen mit und ohne GDM, welche eine nahezu
ahnliche Proliferationsrate aufzeigen. Die Ergebnisse der beiden Studiengruppen weichen
somit nach statistischer Auswertung in ihren gemittelten Werten kaum voneinander ab. Diese
Resultate missen als fragwirdig angesehen werden, denn laut Literatur gilt ein GDM als
Induktor der Zellproliferation.®® Ein mdgliches Argument, das eine fehlende
Proliferationserhéhung in der UG-Gruppe mit GDM im Verhaltnis zu der UG-Gruppe ohne
GDM erklaren wirde, kénnte zum einen die Tatsache sein, dass die Blutproben der
werdenden Mutter nach erfolgreicher diatischer Therapie keine Faktoren mehr erhielten,
welche im Rahmen eines GDM proliferationsfordernd auf Zellen wirken konnten. Oder zum
anderen, dass der diagnostizierte GDM, welcher bei den Probandinnen ohne Insulin behandelt
werden konnte, einen verminderten Krankheitswert darstellte als ein insulinbedurftiger GDM.
Dadurch waren Faktoren im Blutserum, welche proliferationsanregend auf Zellen wirken,

moglicherweise gar nicht oder nur in einem geringen Ausmalf3 vorhanden und konnten somit
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keinen Einfluss auf das Proliferationsverhalten der untersuchten Zellen nehmen. Hier
anlehnend beschreibt die Literatur eine signifikante Erh6hung der Proliferationsraten in
Trophoblasten nach hyperglykamischer Stimulation.'® In den abgenommenen Nichtern-
Plasmaproben der Patientinnen, deren Serum fir die in vitro Zellkultur-Stimulationsversuche
genutzt wurde, ergaben sich bei der UG-Gruppe mit GDM im Durchschnitt Glukosewerte von
88,33 mg/dl, ohne GDM 81,33 mg/dl sowie in der NG-Gruppe einen Wert von 73,33 mg/dl.
Hier muss erwéhnt werden, dass die Ergebnisse der Glukosemessung, obwohl sie sich in allen
Versuchsgruppen als normwertig darstellen, als sehr instabil zu bewerten sind, da diese nicht
in frischen Proben bestimmt worden sind. Ein weiterer gemessener Parameter dieser
Blutproben stellt Insulin dar. Hier zeigten sich erhohte Insulinwerte bei der UG-Gruppe mit
einem Wert von 18,27 mU/l im Vergleich zur UG-Gruppe mit GDM bei einem Wert von 12,40
mU/l und der NG-Gruppe mit 12,67 mU/l. Bezugnehmend auf die signifikant vergréRerten
Apoptoseraten in der UG-Gruppe ohne GDM im Verhéltnis zur NG-Gruppe erweisen sich die
erhohten Insulinwerte in der UG-Gruppe als mdglicher Erklarungsgrund. Studien konnten
zeigen, dass Trophoblasten unter Stimulation mit expandierten Insulinkonzentrationen
vermehrt zur Apoptose neigten.!%! Hier ist jedoch hervorzuheben, dass sich die genannten
Insulinwerte der Gruppen im Normbereich befinden und es sich bei dem Nichtern-Plasma
nicht um die verwendeten Serumproben der Zellkulturversuche handelt.

Trotz der Annahme, dass ein GDM fordernd auf die Proliferationsraten von Zellen wirkt,103
mussten die Proliferationswerte in den durchgefiihrten Versuchen zum Erhalt der Konformitat
gegeniber des erhéhten Apoptoseausmales eine Verminderung aufzeigen. Diese Theorie
stitzend, konnten Zellkulturversuche an HTR-8/SVneo Zellen nach Stimulation mit hohen
Glukosespiegeln eine Unterdriickung der Proliferation und Lebensfahigkeit bzw. Viabilitat der
Zellen!?® sowie die Induktion von Apoptose detektieren.'?! Weitere Zellkulturversuche zeigten
eine erhohte Apoptoserate in Trophoblast-Stammzellen nach Exposition gegenuber
Palmitinsdure, wobei der Anstieg abhéngig von der hinzugefligten Konzentration war.
Palmitinsaure ist eine freie Fettsaure im humanen Serum.?? Bezugnehmend zu der
durchgefiihrten Studie ist anzumerken, dass Fettsauren mit einem erhdhten auftreten im
Rahmen von UG assoziiert sind.**® Diese Annahme konnte in Niichtern-Plasmaproben der
Patientinnen, deren Serum fir die in vitro Zellkultur-Stimulationsversuche ausgewéhlt wurde,
jedoch nicht bestéatigt werden. Hier zeigten sich laborchemisch im Durchschnitt
Triglyceridwerte von 227,33 mg/dl in der UG-Gruppe und 238,67 mg/dl in der NG-Gruppe. Da
es sich jedoch um eine sehr geringe Stichprobe handelt, sollten diese Werte in
Folgeversuchen nochmals validiert werden. Zusétzlich war der Wert der UG-Gruppe mit GDM
mit 321,83 mg/dl im Vergleich zu den anderen Gruppen erhoht. Hingegen der erhohten
Apoptoserate zeigte sich die Proliferationsrate der Trophoblasten-Stammzellen nach

Kultivierung mit Palmitinsaure im Vergleich zur NG-Gruppe verringert.*?2 Mit Blick auf die
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erhohten Triglyceride in der UG-Gruppe mit GDM im Vergleich zu NG-Gruppe stellen sich die
Ergebnisse des Proliferationsassays weiterhin als fragwlrdig dar. Als Limitation muss
angemerkt werden, dass die beschrieben Laborwerte nicht aus dem verwendeten Serum,
sondern aus zusétzlich abgenommenen Nichtern-Plasmaproben stammen. Ausgehend von
den erlangten Ergebnissen der beiden erwahnten Assays, welche Auskunft Gber mdgliche
Veranderungen in der Zellhomobostase geben sollten, missen die Proliferationsraten kritisch
hinterfragt werden, wahrend die Apoptoseraten demnach als glaubwiirdig erachtet werden
konnen. Ein zu nennender mdglicher Erklarungsgrund fur die unglaubwirdigen Ergebnisse
des Proliferationsassays konnte, wie bei allen von Menschenhand durchgefuihrten Studien,
auch die fehlerhafte Ausfihrung des Versuchs sein. Dieser Deutungsansatz sollte mit Blick
auf guter wissenschaftlicher Praxis immer in Betracht gezogen werden. Da die beschriebenen
Versuche jedoch im durchgefiihrten Forschungsumfeld etabliert und zum Standard gehéren,
wird von dieser Thesis Abstand genommen.

Um die erlangten Ergebnisse der Versuche zu Uberprifen und zu validieren, hatten die
Apoptose- und Proliferationsraten zusétzlich in anderweitigen Tests, unabhangig von den
ausgefihrten Versuchen, untersucht werden mussen. So hétte bspw. ein Bromdesoxyuridin-
Proliferationstest durchgefiihrt werden kénnen, welcher, im Gegensatz zum MTT-Assay, die
Proliferationsrate direkt misst.’>* Der MTT-Assay hingegen dient priméar als Viabilitatstest?®
und lasst damit auf das Proliferationsausmal schlieRen. Dies kann als weitere Limitation der
Studie angesehen werden. Zur Messung der Apoptose hingegen bestiinde zusatzlich noch die
Maglichkeit einer Apoptosedetektion im Rahmen einer Durchflusszytometrie mittels Annexin
V Farbung auf der duReren Zellmembran sowie eine Uberpriifung einer Apoptose-induzierten
DNA-Fragmentierung (DNA-laddering).

Ein weiterer Versuch zur Erlangung von Erkenntnissen uber das Homoostaseverhalten von
Trophoblasten nach Kontakt mit Blutserum von UG-Schwangeren mit und ohne GDM stellte
in dieser Studie die Seneszenz-assoziierte Beta-Galactosidase Farbung dar, welche Auskunft
Uber das Seneszenzverhalten der untersuchten Zellen gibt. Im Rahmen des Versuches liel3
sich weder in den Zellen, welche mit dem Serum der Studienteilnehmerinnen stimuliert
wurden, noch in den verschieden durchgefiihrten Positivkontrollen ein Ubertreten in die
Seneszenz eruieren. Hier ist die Annahme nahliegend, dass die genutzte Zelllinie HTR-
8/SVneo nicht in der Lage ist in ein inaktives Stadium tGberzugehen. Erklarungsgrundlage fir
dieses Verhalten bietet die Tatsache, dass es sich bei dieser Zelllinie um immortalisierte Zellen
handelt.1% Eine Immortalisierung von Zellen bedeutet, dass diese ihre Fahigkeit der Zellteilung
beibehalten.'?® Im Kontrast dazu stellt Seneszenz die Unfahigkeit der weiteren Zellteilung als
Reaktion auf Stress dar.’?’'* Die beiden Verhaltensformen befinden sich demnach im

Widerspruch zueinander, weshalb ein Messen der Seneszenz bei der auf unbegrenzte
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Zellteilung programmierten HTR-8/SVneo Zelllinie'®® nicht mdglich erscheint. Da sich auch in
der Literatur keine Angaben zum Seneszenzverhalten der Zelllinie HTR-8/SVneo vorfinden
lieBen, wird von einer weiteren Diskussion der Ergebnisse, mit Annahme der nicht
Durchfuhrbarkeit der Seneszenz-assoziierten Beta-Galactosidase Farbung an HTR-8/SVneo

Zellen, abgesehen.

5.2. Der Einfluss von Ubergewicht mit und ohne GDM auf die Invasivitat von
humanen Trophoblasten
Um auch auf funktionaler Ebene Veranderungen der Trophoblasten nach Stimulation mit dem
Serum der beschriebenen Versuchsgruppen detektieren zu kénnen, wurde zusatzlich ein
Invasionsassay durchgefuhrt. Die Invasivitdt von Trophoblasten stellt im Rahmen der
plazentaren Entwicklung eine Schlisselrolle dar und ist somit essentiell fir einen
komplikationslosen SS-Verlauf.'31132 Hier sollte als Schwache der Studie angemerkt werden,
dass die Stimulation der verwendeten Trophoblasten aus dem ersten Trimester mit
maternalem Serum des dritten Trimesters erfolgte. Der Fokus lag nach Abschluss der
statistischen Auswertung vor allem auf der UG-Gruppe ohne GDM, welche im Verhaltnis zur
NG-Gruppe ein signifikant vermindertes Invasionsverhalten aufzeigte. Der signifikante
Unterschied wurde dabei sowohl in der Hauptanalyse nachgewiesen als auch von der
Sensitivitdtsanalyse bestétigt. Fiur dieses Zellverhalten lassen sich mit Blick auf die

Gesamtstudie folgende Theorien hervorheben:

1) Die in den Homoostaseassay aufgezeigte erhohte Apoptoserate in der UG-Gruppe,
induziert durch unbekannte Faktoren im Serum, fuhrt in Rahmen von Zellverlusten zur
verminderten Zellinvasion.

2) Bei der verminderten Zahl an invadierten Zellen handelt es sich um einen durch unbekannte

Faktoren im mutterlichen Serum induzierten realen Verlust der Invasivitat der Zellen.

Hier erscheint vor allem die zweite Hypothese naheliegend, denn in der Literatur wird
beschrieben, dass Komplikationen wie Praeklampsie, die mit UG wahrend der SS konnektiert
sind,® zu einem veranderten Invasionsverhalten von Trophoblasten fiihren. Dabei wird eine
Verbindung zwischen spaten Fehlgeburten, gleichartig wie bei der Praeklampsie, und einer
mangelnden Trophoblasteninvasion sowie Spiralarterientransformation vermutet.*** Um die
Hypothesen jedoch validieren zu kdénnen, sollte von weiteren Versuchen Gebrauch gemacht
werden. So konnte bspw. im Rahmen einer live Zellaufnahme ein Kratzassay durchgefuhrt
werden, welcher Auskunft gibt, ob die untersuchten Zellen einer verringerten Motilitat

unterliegen oder aber vermehrt absterben. Zusatzlich bestinde im Verlauf noch die

47



Mdglichkeit zu testen, ob das verminderte Invasionsverhalten auf verdnderten Levels an
Matrix-Metalloproteinasensekretion zurtickzufiihren ist. Denn hier wiesen Studien an Mausen
nach, dass das Vorhandensein der Proteinase zu einer Verbesserung der Trophoblasten-
invasion fuihrt.*3 Bezugnehmend auf die verminderte Invasionsfahigkeit der Zellen in der UG-
Gruppe im Vergleich zur NG-Gruppe nach Kontakt mit mutterlichem Serum, lasst sich
anmerken, dass hamatologische Veranderung, die mit UG einhergehen und Einfluss auf die
Plazentation nehmen kénnten, mehr ins Forschungsblickfeld gelangen sollten. Ein méglicher
Erklarungsansatz wére die in der Literatur beschriebene chronische Inflammation bei
Ubergewichtigen, die auch wahrend der SS mit veranderten Blutzusammensetzungen

einhergeht, 104135136

5.3. Der Einfluss der chronischen Inflammation in Uubergewichtigen
Schwangeren auf das Apoptose- und Invasionsverhalten von
Trophoblasten

Starkes UG wird mit dem Umstand einer chronischen, leichtgradigen Entziindung assoziiert,

welcher auch unter dem Namen ,Metainflammation“ bekannt ist.2® Veranderte

Entziindungsprofile zeigen sich auch im Rahmen einer SS, wobei dieser Zustand, um eine

erfolgreiche Einnistung sowie Plazentation und damit einhergehend eine gesunde SS

gewdbhrleisten zu kénnen durch die Balance von pro- und antiinflammatorischen Zytokinen
gesteuert wird.¥7-141 Bei (ibergewichtigen Frauen orientiert sich dieses Aquilibrium, durch die

Gegebenheit der chronischen Entziindung, jedoch in Richtung eines proinflammatorischen

Befundes.'#?146 Bezugnehmend auf die Ergebnisse der durchgefiihrten Studie lasst sich

vermuten, dass somit im Rahmen der Ubergewichtsbedingten chronischen, niedriggradigen

Entziindung vermehrt proinflammatorische Zytokine im Serum der UG-Schwangeren

vorkommen, welche die Apoptose in Trophoblasten induzieren. Weiterhin kdnnte der

Entziindungszustand bei verminderter Zellzahl eine Reduktion der Zellinvasion bewirken oder

aber neben der veréanderten Homoostase direkt in die Biologie der Trophoblasten eingreifen,

sodass es zu einer realen abgeschwachten Invasion der untersuchten Zellen kommt. Dabei
muss als Limitation der Arbeit das unzureichende Blutprobenvolumen und die damit
einhergehende fehlende Bestimmung von Zytokinen im genutzten Serum erwahnt werden. In
diesem Zusammenhang wird davon ausgegangen, dass die durch das maternale UG
herbeigefiihrte, expandierte Anzahl an zirkulierenden proinflammatorischen Zytokinen das
intrauterine Milieu entzindlich verandern.*®*%47 Hier ankntipfend ist bekannt, dass Zytokine in
der Lage sind die plazentare Nahrstoffversorgung des Kindes zu beeinflussen.!*® Zusatzlich
konnte in Kultur nachgewiesen werden, dass Leptin, dessen Serumkonzentration sich bei UG

erhoht zeigt,?* imstande ist, Einfluss auf die Apoptose, Proliferation und Migration von
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Trophoblasten zu nehmen.'*® Wahrend dariiber hinaus Low-Density-Lipoproteine (LDL) in
Kulturversuchen zu einem erhéhtem Apoptoseausmald und verminderter Invasion in primaren
EVT fuhrten. ™ Mit Blick auf die Literatur konnte die festgestellte verminderte
Invasionsfahigkeit der Trophoblasten bei verringerter Zellzahl oder im Rahmen eines
Funktionsverlust vermutlich zu einem aberranten Spiralarterienumbau fihren, welcher
wiederherum negativen Einfluss auf die Blutversorgung des Fotus nimmt.*®! In diesem
Zusammenhang wurde bei mit fettreicher Nahrung versorgten Tieren ein beeintrachtigter
Umbau der uterinen Gefalie sowie Fehler bei der plazentaren Gefalineubildung im ersten
Trimester der SS festgestellt.'>? Des Weiteren wird in der Literatur vermutet, dass Zytokine
eine hohe Relevanz bei der Umgestaltung der glatten Muskulatur, welche die Spiralarterien
umgibt, einnehmen.®3 Zusatzlich konnten Studien am Menschen nachweisen, dass Adipokine
an der Steuerung der plazentaren Angiogenese und Proteinsynthese beteiligt sind und damit
die Plazentafunktion von UG-Schwangeren pragen.'>*'5> Hierbei ist ebenso die fehlende
Adipokine- und LDL-Messungen im Serum der Patientinnen als Schwache der Studie
aufzufuhren.

Im Rahmen von Untersuchungen zur fetoplazentaren Adaption an das intrauterine Milieu von
UG-Schwangeren konnte eine geschlechtsspezifische Komponente, welche im Rahmen
dieser Studie nicht berticksichtigt wurden, nachgewiesen werden. Dabei wendeten mannliche
und weibliche Foten in Kontakt mit einer gleichartigen, unginstigen Umweltsituation
unterschiedliche Kompensationsmechanismen an.'*¢-1%8 So beschreibt die Literatur, dass bei
SS mit UG nur die Plazenten der weiblichen Foéten erhohte Entziindungs- und
Tumornekrosefaktor (TNF)-Spiegel aufwiesen, was auf eine geschlechtsspezifische
Entgegnung der Féten auf mutterliches UG hinweist.*>® Mannliche Féten hingegen zeigten ein
starkeres Ansprechen auf Veranderungen im intrauterinen Umfeld.®© Des Weiteren legten
Studien am Mausmodell dar, dass méannliche Tiere empfanglicher fir Stress waren.!! Diese
Befunde lassen vermuten, dass ménnliche Foten bei einer Verdnderung des intrauterinen
Milieus sowie einer gestorten Stoffwechsellage der Ubergewichtigen Mutter referenziell zur
fetalen Programmierung vulnerabler sind.*®® An dieser Stelle muss angemerkt werden, dass
die fehlende Selektion zwischen mannlichen und weiblichen Féten innerhalb der
Versuchsgruppen bei mangelnder Patientenauswahl der Studienkohorte als Schwéche der
Studie gewertet werden muss. In Folgeanalysen sollte demnach eine geschlechtsspezifische
Trennung der Versuchsgruppen erfolgen, sodass eine gesonderte Betrachtung von
mannlichen und weiblichen Fdten mdglich ist.

Des Weiteren lasst sich festhalten, dass UG wahrend der SS unteranderem auf Grund
vermehrt zirkulierenden Zytokinen zu einem erhdhten proinflammatorischen intrauterinen
Milieu fuhrt.135147 Dabei wird vermuten, dass dies Einfluss auf die Homoostase und Funktion

von Trophoblasten nehmen kann.**° Hier riickt die erhéhte Apoptoserate sowie verminderte
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Invasionsfahigkeit der Trophoblasten der durchgefiihrten Studie in den Fokus. Eine verringerte
Invasion von EVT in Folge einer verminderten Zellzahl bei erhéhten Apoptoseraten oder durch
einen realen Funktionsverlust induziert, ist mit einem aberranten Umbau der plazentaren
Spiralarterien und dem zu Folge mit einer verschlechterten Nahrstoffversorgung des

heranwachsenden Fotus assoziiert.%9:75.151

Im Rahmen der chronischen Inflammation bei UG soll, basierend auf der Hypothese, dass das
Serum der UG-Schwangeren Faktoren enthalt, welche zur erhdhten Apoptose und
verminderten Invasivitdt von humanen Trophoblasten fiihren, auf entziindliche Mediatoren
eingegangen werden. Wie bereits zuvor beschrieben, zeigen UG-Frauen wahrend ihrer SS ein
expandiertes Entzundungsprofil im Vergleich zur NG-Schwangeren.®87 Dieser Zustand driickt
sich insbesondere durch eine verandertes Zytokinprofil im Blut aus.'%%? Hier wird mit Bezug
auf die erfolgten Versuche explizit Tumornekrosefaktor alpha (TNF-a) diskutiert. Dieser nimmt
eine hohe Relevanz als Modulator der Implantation sowie Funktion von Trophoblasten ein und
induziert laut Publikationen Apoptose in Trophoblastzellen.'%-1%® |m Rahmen des Caspase-
Glo 3/7 Assays wurde die Apoptoserate von humanen Trophoblasten anhand der Aktivitat der
Caspasen 3 und 7 gemessen. Bei den genannten Caspasen handelt es sich um proteolytische
Enzyme, welche innerhalb der Apoptosekaskade von Zellen eine zentrale Rolle einnehmen.1®
Innerhalb der Kaskade kann man zwischen Initiator-Caspasen und Effektor-Caspasen
unterscheiden. Wahrend die Initiatoren im ersten Schritt die Einleitung der Apoptose
induzieren, zerlegen die Effektor Caspasen im weiteren Verlauf an der Apoptosekaskade
beteiligte zellulare Proteine. Caspase 3 und 7 gehoren der Familie der Effektor-Caspasen
an.'® In der Literatur wird ein kausaler Zusammenhang zwischen einer TNF-a induzierten
Apoptose und der Aktivitat von Caspase 7 beschrieben. Demnach kdnnte ein erhohtes
Vorkommen von TNF- a zu einer gesteigerten Aktivitat von Caspase 7 flhren.®® Das Ausmaf
dieser Aktivitdt kann wiederherum im Rahmen ihrer fundamentalen Rolle in der
Apoptosekaskade als Indikator fir das Apoptoseverhalten einer Zellpopulation genutzt
werden.'%® Hier ansetzend konnte im Rahmen von Tiermodellen festgestellt werden, dass
vorhandenes Fettgewebe in Saugetieren TNF-a produziert. Wobei die Produktion von TNF-a
in ihrem AusmaRR mit dem Anteil an Adipozyten korreliert.'®® Zusatzlich konnte ein
Zusammenhang zwischen dem maternalem BMI und dem TNF-a Spiegel in Blutproben
nachgewiesen werden.'’® Hier anknupfend lassen sich die erhchten Apoptoseraten und
verminderte Invasionsfahigkeit der Trophoblasten in den durchgefuhrten Versuchen
aufgreifen. So lasst sich spekulieren, dass die signifikanten Apoptoseunterschiede, welche
sich sowohl mit der Hauptanalyse ANOVA als auch mit der Sensitivitatsanalyse Friedman
vorfinden lieRen, zwischen der NG- und UG-Gruppe auf einen erhéhten TNF-a-Spiegel im

Serum zurlckzufihren sind. Die erhdhten Spiegel lieBen sich damit erklaren, dass die
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mehrzahlig vorhandenen Adipozyten im Kérper der UG-Schwangeren im Verhaltnis zur NG-
Gruppe vermehrt TNF-a sezernieren, welches zur erhéhten Aktivitat der Enzyme der Kaskade
und damit zu einer erhéhten Apoptoserate der humanen Throphoblasten fiihrt.1681%° Dieser
Verdacht lasst sich mit Blick auf Studien, die nachweisen konnten, dass der Serumspiegel von
TNF-a mit dem BMI zusammenhangt, erharten.*’* Es lasst sich spekulieren, dass die erhéhte
Apoptoserate der humanen Trophoblasten in vivo die Kontinuitat der Plazentaschranke
drosselt und somit schadlichen Faktoren den Durchtritt in den fetalen Kreislauf erméglicht.
Dies konnte einen Erklarungsansatz bieten, warum Kinder von UG-Schwangeren haufig mit
einer plazentaren Dysfunktion sowie pathologischen gesundheitlichen Entwicklung
konfrontiert sind.>>® Das vermehrt vorkommende TNF-a kann auch einen mdglichen
Erklarungsansatz fur die in Kapitel 5.2. aufgefihrte Arbeitshypothesen zur verringerten
Invasionsrate von Trophoblasten in UG-Schwangeren bieten. Denn durch einen erhéhten
TNF-a Spiegel im Serum kdnnten gesteigerte Apoptoseraten induziert werden, welche dazu
fihren, dass die Anzahl der Trophoblasten, die in der Lage waren zu invadieren, sinkt. Auf der
anderen Seite bestiinde die Mdglichkeit, dass das in UG-Schwangeren vermehrt zirkulierende
TNF-al’ direkt in die Invasivitat der Zellen eingreift. Letztere Thesis lasst sich mit Blick auf die
Literatur bekraftigen. Denn hier wird eine inhibierende Wirkung von TNF-a auf die extravillose
Trophoblastzelllinie HTR-8/SVneo, welche ebenso in den durchgefiihrten Versuchen dieser
Arbeit verwendet wurde, beschrieben.!’> Um jedoch einer Hypothese valide zustimmen zu
kdnnen, mussten weitere Versuche durchgefiihrt werden sowie eine TNF-a Bestimmung in
den genutzten Proben erfolgen.

Zusammenfassen lasst sich, dass im Rahmen der expandierten Inflammation in UG-
Schwangeren verschiedene Zytokine und Faktoren einen Einfluss auf die Plazenta nehmen
konnen 8387150154155 gomjt sollte TNF-a, auch auf Grund kontrarer Aussagen der Literatur
bezuglich eines gesteigerten Vorkommens in UG-Frauen, 62179173 im Rahmen dieser Studie
lediglich als Anhaltspunkt fur weitere Forschung innerhalb dieses Themenschwerpunktes
betrachtet werden. Zusatzlich missen weitere Studien basierend auf den oben genannten
Losungsansatzen erfolgen. So kodnnten die genutzten Seren bspw. auf ihre TNF-a
Konzentration analysiert und verglichen werden. Dartber hinaus sollten Trophoblasten in
Zellkulturversuchen isoliert mit TNF-a stimuliert und anschlieRend in ihrem Apoptose- und
Invasionsausmalf begutachtet werden. Des Weiteren misste untersucht werden, inwieweit ein
gesteigertes Apoptoseverhalten der Zellen der Plazentaschranke am Anfang der SS
tatséchlich Einfluss auf die Kontinuitat der Barriere nimmt.

AbschlieRend lasst sich festhalten, dass die durchgefiihrte Studie klare Anhaltspunkte fiir eine
veranderte Homoostase und Invasivitat in Trophoblasten von UG-Schwangeren gibt, welche

jedoch durch weitere Forschung verifiziert werden missen.
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5.4. Starken und Schwachen der Studie

Anlehnend an die Durchfuhrung der Versuche lasst sich positiv hervorheben, dass es sich bei
dem Caspase-Glo 3/7- und Invasionsassay um ein etabliertes Verfahren der Zellkultur zur
Messung des Apoptose- und Invasionsverhalten handelt. Die Ergebnisse der Assays geben
somit valide Auskunft Gber die Apoptose- und Invasionsraten der untersuchten Zellen. Der
MTT- Assay hingegen bildet nicht direkt die Proliferationsrate ab, sondern lasst nur im Rahmen
einer Viabilitatsmessung auf diese schlieRen. Zuséatzlich beinhaltete das Studiendesign nur
zwei Komponenten: Zum einen die humanen Trophoblasten und zum anderen das zur
Stimulation der Zellen genutzte Serum der werdenden Mitter. Demnach zeigt sich die
Komplexitat des dargestellten Modells, im Gegensatz zu einem Tiermodell, stark reduziert.
Weitere Faktoren, die Einfluss auf die Ergebnisse nehmen kodnnten, lassen sich somit
weitestgehend ausschlieRen. Dartber hinaus wurde das verwendete Serum von humanen
Spendern entnommen, wodurch die Maglichkeit einer Ubertragung der Ergebnisse auf den
Menschen gewahrleistet wird. Hier anknlpfend héatte die Zellkulturstudie, um ein
ausgedehnteres Spektrum an Ergebnissen zur Studieninterpretation zu erzielen, mit
Versuchen an Tiermodellen erweitert werden kdénnen. Ebenso héatte der MTT-Assay zur
direkten Messung der Proliferationsraten durch einen Bromdesoxyuridin-Proliferationstest
Ergadnzung finden kdénnen. Wahrend die Ergebnisse des Caspase-Glo 3/7 Assay zusatzlich
durch die Apoptosedetektion im Rahmen einer Durchflusszytometrie mittels Annexin V
Farbung auf der auReren Zellmembran oder Uberpriifung einer Apoptose-induzierten DNA-
Fragmentierung (DNA-laddering) validierbar gewesen waren. Auch in Bezug auf den
Invasionsassay sind mangelnde Folgeversuche zur Validierung der Ergebnisse als Schwache
der Studie zu nennen. So hatte hier zusétzlich ein Kratzassay durchgefiihrt sowie die Levels
an Matrix-Metalloproteinasen untersucht werden koénnen.

Weitere Schwéachen der Versuchsdurchfiihrung sind, dass die Stichzahl der Patientinnen pro
Gruppe sowie deren Messwiederholungen in ihrer Gesamtheit nicht ausreichend sind, um die
Ergebnisse eindeutig als valide einzustufen. Diese missten in Rahmen einer deutlich groRer
aufgezogenen Kohorte erneut bestétig werden. In diesem Kontext sollte zuséatzlich das Serum
von mannlichen und weiblichen Foten selektiert werden, sodass geschlechtsspezifische
Faktoren, die Einfluss auf die Versuchsergebnisse nehmen kdnnten, eliminiert werden. Vor
allem das Serum kann eine Verfalschung der Ergebnisse bedingen, denn im Rahmen der
Gruppenzuordnung wurden die Patientinnen nur nach ihrem aktuellen gesundheitlichen Status
bewertet. Hier kann nicht mit Sicherheit davon ausgegangen werden, dass der gesundheitliche
Zustand der schwangeren Probandinnen der Realitat entspricht. So wurden bisher latente
bzw. noch nicht diagnostizierte mogliche Erkrankungen nicht erfasst. Als zusatzliche Limitation
muss erwahnt werden, dass es sich bei den verwendeten Blutproben um nicht-Nichternserum

handelt. Im Rahmen dessen kann nicht ausgeschlossen werden, dass unterschiedliche
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Nahrstoffzusammensetzungen in den Proben die Ergebnisse der Studie beeinflusst haben.
Aus diesem Grund erfolgte die Diskussion von bestimmten Laborparametern aus dem nicht
genutzten Niuchtern-Plasma der Patientinnen. Bei einer Wiederholung der Versuche sollten
die Serumproben der Probandinnen im niichternen Zustand entnommen werden, um einen
ernahrungsbedingten Einfluss ausschlielen und die genutzten Blutproben direkt auf ihre
laborchemischen Parameter vergleichen zu kénnen. Mit Blick auf die verwendeten Zellen lasst
sich anmerken, dass diese von humanen Plazenten im ersten Trimester stammen.'%® Konform
hierzu sollte in Folgestudien die Stimulation mit Serum von Schwangeren im ersten Trimester
erfolgen. Als abschlieBende Schwéache der Studie mussen die, bei nicht ausreichenden
Blutprobenmengen, fehlenden Messungen von Laborwerten wie bspw. TNF-a in den
verwendeten Seren erwdhnt werden. Hier sollte in zukinftigen Studien auf die Sammlung von
ausreichenden Nuichternproben geachtet werden, um im Rahmen von mdglichen
Laborwertbestimmungen validere Aussagen zu den Grinden des verédnderten

Trophoblastverhaltens treffen zu kénnen.

5.4.1. Starken und Schwachen der statistischen Auswertung

Im Rahmen der statistischen Auswertung hebt sich als Starke der Studie hervor, dass die
Ergebnisse der Versuche zwei Tests zur Signifikanzprifung unterlaufen mussten. Die ANOVA
mit Messwiederholungen als Hauptanalyse sowie den Friedman-Test als Sensitivitatsanalyse.
Somit wurden die Ergebnisse durch zwei unterschiedliche Verfahren untersucht und sind
dadurch in ihrer Aussagekraft verlasslicher. Fur die ANOVA als Hauptanalyse spricht, dass
dieser Test die Datensatze der verschiedenen Gruppen und ihren einzelnen Patientinnen mit
den einzelnen Messwiederholungen am besten darstellt. So werden keine Daten gemittelt,
sondern jede Patientin wird in ihrer Individualitat einzeln abgebildet. Bei jeder Patientin wird
auRerdem zwischen den einzelnen Messwiederholungen unterschieden, sodass diese in
jedem neu angesetzten Versuch fiir sich alleine stehen. Eine Schwache der ANOVA hingegen
ist, dass dieser Test fur normalverteilte Daten erstellt wurde und es im Rahmen des oben
beschriebenen Versuchsaufbaus unmdglich ist mittels eines statistischen Tests festzustellen,
ob die Daten tatsadchlich normalverteilt sind. Der Grund hierfur ist, dass sich die
Stichprobengréf3e von neun Patientinnen mit jeweils fuinf Wiederholungen als zu gering
erweist. Um diesem entgegenzuwirken, wurden die Ergebnisse vor Testdurchfiihrung mit
ihrem natdrlichen Logarithmus modifiziert, sodass die Daten angeglichen werden konnten und
die Mdoglichkeit einer Normalverteilung gegeben war. Dies lie3 sich anhand des erstellten
Streudiagramms bestatigen.

Positiv fur den Friedman-Test lasst sich auflisten, dass dieser fir nicht-normalverteilte Daten

konzipiert wurde und somit keiner Modifizierung der Ergebnisse bedarf. Zusatzlich wurden die
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Datensatze fur jede Studiengruppe gemittelt, sodass die Komplexitat des Versuchsaufbaus
gemindert wurde und Analyseergebnisse leichter gedeutet werden konnten. Auf der anderen
Seite wird, hingegen zur ANOVA, die Individualitat der einzelnen Patientinnen nicht
beriicksichtigt. Aus diesem Grund sollte die ANOVA mit Messwiederholungen als
Hauptanalyse gelten. Hier ist jedoch anzumerken, dass nach Beurteilung der
Versuchsergebnisse nur jenen Signifikanzen getraut werden kann, welche durch beide
Analysen bestatigt wurden. Somit ist ein unterscheiden zwischen Haupt- und Nebenanalyse

final nicht von Noten.

5.5. Fazit und Ausblick

Die durchgefiihrte Promotionsarbeit beschaftigt sich mit der Frage, inwieweit ein BMI = 25
kg/m2 mit und ohne GDM wéhrend der SS Einfluss auf die Homoostase und Funktion von
plazentaren Trophoblasten nimmt. Dabei ergaben sich Anhaltspunkte, dass mitterliches UG
ohne GDM zu einem aberranten Apoptose- und Invasionsverhalten fiihrt. Im Hinblick auf die
Plazentabildung wahrend der SS beschreibt die Literatur einen Zusammenhang zwischen
einer beeintrachtigten Invasionsfahigkeit von Trophoblasten und einer dysfunktionalen
Plazentation.”* Hier riicken die EVT, welche in vitro durch die verwendete HTR-8/SVneo
Zelllinie abgebildet werden kénnen, in den Fokus.'% EVT bilden mit der Einwanderung in die
mutterlichen Spiralarterien einen malf3geblichen Aspekt beim Ablauf der erfolgreichen
Plazentation.”* Zur Untersuchung des Prozesses wurde in verschiedenen Studien auf das
Modell der Ratte zurlickgegriffen.1’#1¢ Dieses Tiermodell soll laut Literatur geeignet sein, denn
der Umfang der Invasion in den maternalen Bereich der Plazenta zeigt Ahnlichkeiten zur
Einwanderung der Zellen in die menschliche Dezidua.'’” Auf Grund der Komplexitat, die ein
Tiermodell jedoch mit sich bringt und die daraus folgende erhdhte Anzahl an Variablen, die
Einfluss auf die Ergebnisse nehmen konnen, wurde sich in dieser Arbeit fir das
Zellkulturmodell entschieden. Hier lasst sich bei Verdnderung in Funktion oder Homdostase
der verwendeten Zellen ein klarer Zusammenhang zu den Blutseren der Studiengruppen
herstellen. Denn in der durchgefuhrten Studie stellten diese den einzigen Parameter, welcher
auf die Zellen einwirken konnte, dar.

Nach Invasion der mautterlichen Arterien durch EVT erfolgt der Umbau dieser zu
widerstandsdrmeren Gefal3en, sodass die Versorgung des heranwachsenden Fotus
gewdbhrleistet werden kann.®®”> Im Umkehrschluss wiirde dies bedeuten, dass ein
mangelhafter Umbau der Spiralarterien auf Basis verminderter Invasivitdt von EVT zu einem
erhohten GefaRwiderstand fuhrt und damit die Blutversorgung zum Fotus beeintrachtig. >t
Bezugnehmend auf die durchgefiihrten Versuche ergaben sich die Hypothesen, dass im

Serum der UG-Schwangeren Faktoren vorzufinden sind, welche als Apoptoseinduktor
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fungieren und somit Giber eine verminderte Zellzahl zur Stagnation der Invasion von humanen
Trophoblasten filhren. Oder aber, dass die besagten Faktoren direkt in die Biologie und damit
in die Invasivitat der Zellen eingreifen. Die laut Literatur damit einhergehende fehlerhafte
Spiralarterienkonversion sowie die folgende mangelnde Nahrstoffversorgung des Fotus
kénnten somit als méglicher Erklarungsansatz fur die gesundheitlichen Langzeitfolgen des
Ungeborenen einer UG-Schwangere dienen.?®7® In diesem Kontext wird beschrieben, dass
eine aberrante Trophoblasteninvasion, die mit einem gestdrten Gleichgewicht des plazentaren
Gefal3systems assoziiert wird, zu Schwierigkeiten wie Praeklampsie, eine Erkrankung deren
Entstehungsrisiko bei UG erhoht ist, in der SS fulhren kann.%1® Zuséatzlich ergaben Studien,
dass Plazenten von Totgeburten in der 20. oder einer alteren SSW, die mit einer erhdhten
Inzidenz von maternalem UG vor der SS in Verbindung gebracht wurden, regelwidrige
Veranderungen der Spiralarterien aufzeigten.l’® Hier rickt die Baker-Hypothese in den
Vordergrund, welche auf der Annahme beruht, dass Parameter, die ein Risiko fur Krankheiten
im Erwachsenenalter darstellen, intrauterin auf Grund verschiedener Ursachen erlangt werden
konnen. Kurz- und langfristige Folgen in der gesundheitlichen Entwicklung des Kindes waren
somit auf in utero abgelaufene Prozesse zurlickzufuhren. Einer dieser Ursachen stellt dabei
die mangelhafte Plazentation wahrend der SS dar.®® Hier beschreibt die Literatur eine
geringerwertige Plazentation im Rahmen einer verminderten Invasion von EVT.”* Um eine
erfolgreiche EVT-Invasion zu erlangen, ist auf molekularer Ebene das Zusammenspiel
vielschichtiger Mechanismen von Noten.”®!8! Trotz der Unabdingbarkeit einer einwandfreien
Trophoblasteninvasion in der SS sind die prozessregulierenden Elemente in vivo kaum
verstanden. Bisher nimmt die Literatur an, dass in diesem Zusammenhang moglicherweise
deziduale Bestandteile eine gravierende Stellung einnehmen. 182

Abschlie3en l&sst sich, dass die erhdhte Apoptoserate und verminderte Invasionsfahigkeit der
Trophoblasten von UG-Schwangeren in den durchgefihrten Versuchen Anhaltspunkte fir
molekulare Mechanismen einer veranderten intrauterinen Umgebung, die mit einer
fehlerhaften fetalen Programmierung assoziiert wird, bieten kann.5%2 Um eine definitive
Bestatigung dieser Annahme zu erlangen, missen weitere Studien in diesem Themengebiet
erfolgen. Explizit sollte hier jedoch auf die Verwendung einer groReren Stichprobe innerhalb
der Versuchsgruppen geachtet sowie die maternalen Seren auf entzindungsférdernde
Parameter untersucht werden. Ein fundierteres Verstandnis fur die beschriebenen Prozesse
konnte, wenn auch in ferner Zukunft, dabei helfen die Entwicklung gesundheitlicher

Langzeitfolgen im Leben des ungeborenen Kindes einer UG-Mutter zu vermeiden.
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