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1. Zusammenfassung

Der Anteil der Ubergewichtigen und adipésen Bevolkerung steigt weltweit stetig an. Adipositas
ist als haufigste Erkrankung unter Frauen im gebarfahigen Alter mit dem Auftreten eines
konsekutiven Gestationsdiabetes assoziiert. Die dadurch entstehenden akuten sowie
Langzeitfolgen wahrend und nach der Schwangerschaft betreffen sowohl die Mutter als auch
ihr Kind. Studien konnten bereits belegen, dass inflammatorische Prozesse die Pathogenese
eines Diabetes mellitus beeinflussen. Ein Ziel dieser klinisch-experimentellen Studie war es,
die Rolle der Inflammation bei Gestationsdiabetes zu analysieren: Wir untersuchten den
Einfluss von maternalem Ubergewicht/Adipositas mit/ohne Gestationsdiabetes auf die
Veradnderung proinflammatorischer Faktoren in der Plazenta anhand von humanem
Plazentagewebe sowie fetalem und maternalem Blut. Eine Kooperation zwischen der
Kinderklinik und der Frauenklinik der Uniklinik KéIn ermdglichte die Durchfihrung der Studie.
Im maternalen und fetalen Blut analysierten wir die Interleukine 6 und 8. Im maternalen Blut
erfolgte die zusatzliche Untersuchung der Leukozytenzahl sowie des C-Reaktiven Proteins
(CRP). In 76 Plazentagewebeproben erfolgte der Nachweis der relativen mRNA-
Genexpression von Inflammationsmediatoren mittels real-time gPCR. Untersucht wurden mit
dieser Methode die Inflammationsmediatoren Interleukin 6, Interleukin 10, Interleukin 1 -
Rezeptor Typ 1, TGF-B und MCP-1. Zusatzlich fluhrten wir eine quantitative
immunhistochemische Analyse von Immunzellen an 59 humanen Plazenten durch. Dazu
markierten wir sadmtliche Leukozyten mithilfe eines CD45-Antikorpers (Pan-

Leukozytenmarker) und bestimmten die Anzahl der durchschnittlichen Zellzahl in Relation zur
analysierten Gewebeflache der jeweiligen Plazentaprobe.

Die Ergebnisse dieser Studie zeigten, dass das Geburtsgewicht in der Gruppe
Ubergewichtiger/adiposer Mutter mit Gestationsdiabetes (UGAD+GDM-Gruppe) signifikant
hoher war als in der Kontrollgruppe (KG), was auf ein erhdhtes Risiko fur
Geburtskomplikationen und spatere Fettleibigkeit hindeutet. Es konnten jedoch keine
signifikanten Unterschiede beiden Inflammationsmarkern CRP, CD45+, und den untersuchten
Genexpressions-Leveln festgestellt werden. Auch die Analyse der Interleukine IL-6 und IL-8
im maternalen und fetalen Blut zeigte keine signifikanten Gruppenunterschiede, wobei die
hohe Variabilitat der Werte und die relativ kleine Stichprobengré3e mogliche Erklarungen dafir
sein konnten. Die immunhistochemischen Ergebnisse wiesen zudem auf eine Variabilitat in
der Farbungsintensitat hin, was die Notwendigkeit fir standardisierte Protokolle und
verbesserte Techniken unterstreicht. Die vorliegende Arbeit zeigt, dass Gestationsdiabetes
und Ubergewicht/Adipositas das Geburtsgewicht signifikant beeinflussen, ohne jedoch
deutliche Effekte auf die untersuchten Entziindungsmarker im maternalen und fetalen Blut
oder die Genexpression sowie Leukozytenzahlin der Plazenta nachweisen zu kénnen. Diese

Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Rolle von Inflammation bei Gestationsdiabetes
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komplex ist und moglicherweise durch andere Faktoren moduliert wird, was in zukinftigen
Studien weiter untersuchen werden sollte.

2. Einleitung

2.1 Die menschliche Plazenta

Die Plazenta ist ein temporar angelegtes Organ, welches im Uterus wahrend der
Schwangerschaft entsteht. Sie besteht aus fetalen und maternalen Anteilen und ermdglichtin
erster Linie den Stoff- und Gasaustausch zwischen Mutter und Fetus. Durch die sog.
.Plazentaschranke“fungiert sie als selektiver Filter, wodurch nur bestimmte Substanzen auf
den fetalen Kreislauf ibergehen. Neben der Produktion verschiedener Hormone nimmt die

Plazenta einen wichtigen immunologischen Stellenwert ein. 1

2.1.1 Entwicklung der menschlichen Plazenta

Die Ausbildung des uteroplazentaren Kreislaufs besteht aus mehreren Schritten: Das
Endometrium wird umgebaut und fetal gebildete Plazentaanteile dringen in die mitterliche
Gebarmutterschleimhaut ein (siehe Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden werden.).
Die Plazenta entwickelt sich wahrend der Schwangerschaft also sowohl aus maternalen als
auch aus embryonalen Komponenten. Am 6. Tag p.c. kommt es zur Implantation, der
Einnistung des Keims in das Endometrium. Dabei sind der Zytotrophoblast und der
Synzytiotrophoblast — letzterer eine Verschmelzung mehrerer Zellkerne ohne Zellgrenzen -
von Bedeutung. Die Zytotrophoblasten dienen als Stammzellen fir den gréf3enprogredienten
Synzytiotrophoblasten. Im Uterus eingenistet (Nidation) wachst nun der Embryo heran und
differenziert sich weiter. Die anfangliche Versorgung des Keims mit Nahrstoffen erfolgt bis zum
ca. 12. Tag p.c. uber die Deziduazellen der Gebarmutterschleimhaut durch im Zytoplasma
eingelagertes Glykogen und Lipide. Am 9. Tag p.c. entstehen Lakunen im
Synzytiotrophoblasten, welche sich mit maternalem Blut fillen. Ab dem 13. Tag p.c. bilden
sich Zotten aus und wolben sich in diese Lakunen vor. Die Primarzotten bestehen im Zentrum
aus Zytotrophoblastenzellen, umgeben von Synzytiotrophoblasten. Die Sekundarzotten
entstehen wenig spater aus Zellen des extraembryonalen Mesoderms, ein lockeres
Bindegewebe, dem Hypoblasten entspringend. Diese wandern in den Primarzottenkern.
Einige Zellen des extraembryonalen Mesoderms entwickeln sich in der dritten Woche p.c. zu
Kapillaren weiter. So entstehen die Tertidrzotten, die von innen nach aufRen aus 1.
Extraembryonalem Mesoderm mit Kapillaren, 2. Zytotrophoblastenzellen, 3.
Synzytiotrophoblasten aufgebaut sind.2Ab dem 4. Monat p.c. erfolgt eine Rarefizierung der
Zytotrophoblastenzellen, wodurch die Diffusionsstrecke zwischen miitterlichem und fetalem

Blut abnimmt. Die reife Plazenta besteht somit einerseits aus dem fetalen Anteil, dem Chorion
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frondosum, sowie dem maternalen Anteil, der Dezidua. Beide Anteile verzahnen sich
miteinander und bilden damit die eigentliche Plazenta.

chorionic plate umbilical umbilical
arteries vein
' Placental sample nearer chorionic plate
> Composition: chorionic villous tissue
Origin: fetal
chorionic
villous
tissue
Placental sample nearer decidua
Composition: chorionic villous tissue
L Origin: fetal
decidua [

Mixed sample of placental and decidua
Composition: chorionic villous tissue,
anchoring villi, decidua

. Origin: fetal and maternal

anchoring

villus

Placenta
(fetal
tissue)

Decidua
(maternal
tissue)

Abbildung 1: Die ,fetale Seite“ der Plazenta:
anatomische Fehlannotation des Kohlenstoffpartikel-, Transfers® durch die menschliche
Plazenta (mit freundlicher Genehmigung von Dr. Beth Holder, Imperial College London, UK)
3

212 Aufbau der reifen Plazenta und die Plazentaschranke

Das Entwicklungsstadium der voll entwickelten Plazenta ist ab dem 4. Monat p.c. erreicht.
Die scheibenformige Plazenta misst in ihrer reifen Form ca. 15-20 cm im Durchmesser, hat
eine Dicke von ca. drei cm und wiegt ungeféahr 500g.4 Gegen Ende der Schwangerschatft
nimmt sie bis zu 15% des maternalen Herzzeitvolumens ein, mit einer Durchblutung von 500-
750 ml/min.> Die Decidua basalis, der maternale Teil der Plazenta, liegt der Uteruswand an
und enthalt eingewachsene embryonale extravillése Trophoblastenzellen. Die Plazentasepten
sind Auslaufer der Basalplatte und ziehen bis in den intervillosen Raum hinein. Dadurch wird
dieserin 10 bis 40 Areale, sog. Kotyledonen, unvollstdndig unterteilt. Der intervilldse Raum
stellt die sog. fetomaternale Zone dar und ist mit maternalem Blut gefiillt. 30-50 kindliche
Zottenbdume ragen in diesen Raum hinein. Dadurch entsteht ein Kontakt zwischen
mutterlichen und kindlichen Plazentastrukturen. Hier umspult das maternale Blut die kindlichen
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Zotten, in denen das kindliche Blut zirkuliert und der fetomaternale Gas- und Stoffaustausch
gewahrleistet wird. Die Zottenbdume sind folgendermaf3en aufgebaut: Der basale Bereich
besteht aus dem paarig angelegten fetalen Aa. umbilicales, welche das sauerstoffarme Blut
transportieren, sowie der V. umbilicalis, die das mit Sauerstoff angereicherte Blut enthlt. Die
Intermediarzotten enthalten fetale Arteriolen, Venolen und Kapillaren. Die Terminalzotten
liegen als Endzotten mit ihren Kapillaren frei im intervillosen Raum und treten direkt mit dem
maternalen Blut im intervilldsen Raum in Kontakt fir den fetomaternalen Gas- und
Stoffaustausch. Die Plazentaschranke stellt einen selektivenFilter dar und lasst nur bestimmte
Nahrstoffe, Gase und Substanzen in den fetalen Kreislauf Ubertreten. Sie ermgglicht somit
einen Schutz des Embryos vor dem direkten Kontakt mit mutterlichem Blut und besteht aus
mehreren Zellschichten, die den maternalen vom fetalen Blutkreislauf trennen. So entsteht
eine Filterfunktion mit kontrolliertem Gas- und Stoffaustausch. Die Plazentaschranke besteht
ausschlieB3lich aus fetalem Gewebe:

1. Endothel der kindlichen Blutgefaie

2. Zottenbindegewebe aus dem extraembryonalen Mesoderm

3. Zytotrophoblast

4. Synzytiotrophoblast
Da die Plazentaschranke den fetalen und maternalen Blutkreislauf voneinander trennt, ist die
Mutter vor dem Blut des Ungeborenen geschiitzt und vice versa.® Dies ist nétig, da die
Schwangerschaft aus biologischer Sicht streng genommen eine Parasit-Wint-
Situation darstellt. Der kindliche Teil der Plazenta, die sog. Chorionplatte, ist aufgebaut aus
dem Syncytiotrophoblast, Zytotrophoblast und dem parietalen Blatt des extraembryonalen

Mesoderms.

2.1.3 Die Funktionen der reifen Plazenta

Die reife Plazenta hat drei maRgebliche Funktionen: Den Austausch von Gas- und
Stoffwechselprodukten zwischen fetalem und matterlichem Blut, die Bildung von Hormonen,
sowie die Gewahrleistung der Leihimmunitat (Nestschutz) fir das Neugeborene durch den
transplazentaren Transportvon IgG-Antikérpern ab der 20 SSW. Als eigenstdndiges Organ
bendétigt die Plazenta selbst ebenfalls Sauerstoff und Nahrstoffe und produziert eigene
Stoffwechselprodukte. Eine essenzielle Funktion der Plazenta ist der Transport von Gasen
und Stoffen. Die Plazentaschranke isthochdurchlassig fir Atemgase. So findet durch Diffusion
ein passiver Transportvon Sauerstoff aus demmuitterlichen zumfetalen Blut und Kohlendioxid
vom fetalen zum mutterlichen Blut statt. Weitere Metabolite wie Kreatinin, Harnstoff, Bilirubin,
Wasser und einige Medikamente’ werden durch einfache Diffusion transportiert. Der
Austausch von Glukose und Laktat erfolgt durch erleichterte Diffusion. Der Austausch von Fett-
und Aminosauren, Hormonen und Peptiden, Vitaminen sowie anorganischen lonen hingegen
bendtigt einen aktiven Transport. Au3erdem werden Lipide, Aminosduren und IgG -Antikorper
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aus dem Umgebungsmedium durch Pinozytose aufgenommen. Eine weitere zentrale Funktion
der Plazenta ist die Fahigkeit zur Synthese wichtiger Hormone und anderer Mediatoren. Die
Rolle als endokrines Organ ist entscheidend fur die Aufrechterhaltung und die Anpassung des
maternalen Organismus an die Schwangerschaft. Die plazentaren Hormone sind wahrend der
gesamten Schwangerschaft von Bedeutung, da sie der fetalen Entwicklung dienen und eine
wichtige Rolle wahrend des Geburtsvorgangs einnehmen. Zentraler Produktionsort der
Plazentahormone ist die Zellschicht aus Syncytiotrophoblasten. Andere Trophoblast-Typen
sind jedoch ebenfalls fahig zur Hormonproduktion und beeinflussen den Verlauf der
Schwangerschaft. Beispielsweise tragen die von extravilldsen Trophoblasten produzierten
Hormone zur Gefal3- und Gewebeumgestaltung bei und regulieren die Migration und Invasion
der extravillosen Trophoblastenzellen.8 Die wichtigsten plazentaren Hormone sind Ostrogen
und Progesteron, humanes Choriongonadotropin (hCG), Corticotropin-Releasing-Hormon
(CRH), Humane Plazentalaktogen (HPL) und Relaxin.®

2.1.4 Die immunologische Rolle der Plazenta

Das Immunsystem des Ungeborenen ist noch nicht ausgepragt und birgt demnach keine
Gefahr fur sich selbst oder die Mutter, da es noch keine Antikdrper produziert.1® Durch
transplazentaren Transport erhalt der Keim maternale IgG wahrend der Schwangerschaft und
IgA wahrend der Stillzeit, sodass eine passive Immunitat des Kindes aufgebaut wird.1! Die
Interaktionen  und Auswirkungen plazentarer  Zytokine, Chemokine und
Immunzellpopulationen bzw. deren Zelloberflichenmolekile und Rezeptoren auf die
Entwicklung des fetalen Immunsystems ist Gegenstand aktueller Forschung. Auch scheint die
Plazenta eine Rolle bei der Entstehung von Allergien und (Autoimmun)erkrankungen zu
spielen.?? Fiur eine komplikationslose Schwangerschaft und den im Verlauf wechselnden
Anforderungen ist eine gezielte und dynamische Adaption des maternalen Immunsystems
unabdingbar:** Normalerweise wirde das maternale Immunsystem das Ungeborene
abstol3en. Die Plazenta fungiert hierbei jedoch als physische Barriere, die diesen Vorgang
verhindert. DarUber hinaus schiitzt die Plazenta den Fetus vor mutterlichen Infektionen, indem
sie verschiedene Zytokine und Immunmediatoren produziert, die die Immunantwort der Mutter
modulieren und inflammatorische Prozesse reduzieren.!4 Die Syncytiotrophoblasten und auch
extravillésen Trophoblastzellen interagieren mit zahlreichen Zellen des Immunsystems durch
die Freisetzung verschiedener Zytokine und anderen Immunmediatoren. Eine besondere Rolle
hierbei spielen T-Lymphozyten, natirliche Killerzellen (NK-Zellen), Monozyten und
Makrophagen, sowie Granulozyten und dendritische Zellen.1® Es befindet sich eine grol3e
Anzahl von Leukozyten in der Decidua, um eine erfolgreiche Schwangerschaft zu
unterstiitzen.1® So konnte gezeigt werden, dass Leukozyten bis zu 40% aller Dezidualzellen
ausmachen und die Subtypen je nach Trimenon in ihrem prozentualen Anteil variieren. 1718 Als
antigenprasentierende Zellen betreiben plazentare Makrophagen Phagozytose, sezernieren
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verschiedene Zytokine und modulieren die Balance der Immunantwort zwischen Mutter und
Fetus. T-Zellen und Dendritische Zellen sind ebenfalls entscheidende Zellen fiir die Regulation
des Immungleichgewichts und eine adaquate Immunantwort. Eine Dysbalance der
Zusammensetzung dieser Zellpopulationen oder funktionelle Verdnderungen kdnnen
Pathologien in der Schwangerschaft, einschlieBlich Praeklampsie (PE), intrauterine
Wachstumsretardierung (IUGR), rezidivierende Spontanaborte (RSA), Frihgeburt und

angeborenen Infektionen beglinstigen. 1920

2.2 Gestationsdiabetes

221 Definition und klinische Charakteristika

Der Gestationsdiabetes (Schwangerschaftsdiabetes, GDM) ist eine Glukosetoleranzstérung,
welche erstmals in der Schwangerschaft auftritt oder diagnostiziert wird.?! Zeitpunkt der
Manifestation ist meist das zweite oder dritte Trimenon. Frauen mit GDM haben ein erhhtes
Risiko, zuklnftig an einem manifesten Typ-2-Diabetes zu erkranken. Durch die
hyperglykamische Stoffwechsellage kénnen Schwangerschaftskomplikationen und auch
Spatfolgen fur Mutter und Kind entstehen. Die Therapie des GDM beinhaltet eine
Lebensstilanderung im Rahmen einer Erndhrungsumstellung und Bewegung. Eine
Insulintherapie ist indiziert, wenn sich durch die BasismaRnahmen keine Normalisierung der

Blutglukosespiegel erreichen lasst.??

2.2.2 Atiologie und Pathogenese/Risikofaktoren

Der Insulinbedarf variiert im Laufe der Schwangerschaft: Im ersten Trimenon ist die
Insulinsensitivitat erhéht und es besteht eine Neigung zu Hypoglykdmien. Im zweiten und
dritten Trimenon hingegen entsteht hormonell bedingt eine zunehmende Insulinresistenz
Hyperglyk&mien treten hier gehauft insbesondere postprandial auf. Dementsprechend
manifestiert sich ein GDM meist im zweiten oder dritten Trimenon und kommt im ersten
Trimenon seltener vor.2! Da der GDM Klinisch eine starke Ahnlichkeit mit dem Diabetes
mellitus Typ 2 aufweist, liegen bei betroffenen Frauen zumeist die gleichen Risikofaktoren flr
einen GDM vor, wie bei Frauen mit einem Diabetes mellitus Typ 2. Folgende nachgewiesene
Risikofaktoren erhthen die Wahrscheinlichkeit des Wiederauftretens: Internistische
Risikofaktoren sind insbesondere ein hohes Alter, Ubergewicht mit einem BMI > 27 kg/m2, ein
Diabetes mellitus Typ 2 bei Familienangehorigen ersten Grades, sowie eine passager g estorte
Glukosetoleranzin der Anamnese.23 Bei der Durchfiihrung des Screenings auf GDM wird ein
Vortest mit 50 g Glukoseldsung durchgefiihrt. Bei positivem Ergebnis erfolgt darauf ein
Bestatigungstest mit 75 g Glukoselésung (0GTT). Nach Einnahme der Glukose in Flussigkeit
gelost liegt eine gestorte Glukosetoleranz bei einem BZ-Wert zwischen 140-200 mg/dl nach

120 min vor. Zu den geburtshilflichen Risikofaktoren gehéren ein GDM in vorherigen
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Schwangerschaften, habituelle Aborte, sowie die friilhere Geburt eines makrosomen Kindes
mit einem Geburtsgewicht von >4.500 g.24

2.2.3 Epidemiologie

Stand 2017 betrug die Pravalenz fur GDM in Deutschland in der Perinatalstatistik 5,97 %
(40.450 Falle) und zeigte im Vergleich zu 2016 einen Anstieg um 14,6 %. Fur Frauen
kaukasischer Herkunft besteht ein Wiederholungsrisiko von 35-50 % flir GDM in weiteren
Schwangerschaften.® Aufgrund der hohen Pravalenzist in Deutschland ein Screening fir alle

Schwangeren indiziert.26

2.2.4 Symptome und Klinik

In den meisten Fallen verlauft ein GDM asymptomatisch oder subklinisch.2” Wahrend der SS
findet eine grofRe Anzahl korperlicher Veranderungen statt, welche der Symptomatik eines
GDM ahneln oder diese kaschieren kbnnen. Moéglicherweise auftretende Symptome sind
Ubelkeitund Fatigue, sowie ein verstarktes Durstempfinden mit konsekutiver Polydipsie. Diese
verursacht wiederum eine Polyurie, welche durch eine zusatzlich anfallende Glucosurie
beguinstigt wird:28 Die Glucosurie entsteht durch Uberschreiten der renalen Glukoseschwelle,
welche zwischen 150 und 200 mg/dl liegt.2® Osmotisch wird dadurch vermehrt Wasser renal
Uber den Harn eliminiert. Die hyperglykamische Stoffwechsellage dient als Nahrmedium fur
Bakterien, wodurch das Auftreten von Harnwegs- und Hautinfektionen beginstigt wird.°

2.2.5 Screening und Diagnostik

Alle Schwangeren sollen generell zum GDM- Screening einen oGTT zwischen der 24 + 0 und
der 27 + 6 SSW erhalten. Primar wird ein 50-g-GCT (Glucose Challenge Test, GCT)
durchgefuhrt. Dieser kann unabhangig von Tageszeit und Nahrungsaufnahme durchgefthrt
werden. Es werden 50 g Glukose in 200 ml Wasser getrunken. Bei Blutglukosewerten im
vendsen Plasma = 200 mg/dl bestatigen sich die Diaghose eines GDM sofort und der 75-g-
oGTT entfallt, vendse Blutglukosewerte = 135 mg/dl nach 60 Minuten werden als positives
Screening gewertet und es folgt optimalerweise ein 75-g-oGTT. Der 75-g-oGT T wird morgens
ndchtern durchgefuhrt. Zuerst wird die venése Nuchtern-Plasmaglukose gemessen. Danach
werden 75 g Glukose geléstin 300 ml Wasser getrunken. Die Glukosemessungen erfolgen
nach 60 min und nach 120 min. Ein nichtern gemessener Blutglukosewert = 126 mg/dl ergibt
einen V. a. manifesten Diabetes mellitus, welcher durch eine Nichtern-Blutglukose-
Zweitmessung an einem anderen Tag sowie HbA1c-Messung bestétigt werden muss. Beide
Nuchtern-Blutglukose-Werte missen = 126 mg/dl liegen. Liegt der Blutglukosewert nach 120
min =200 mg/d|, ist die Diagnose eines Diabetes mellitus ebenfalls bestatigt. Eine zusatzliche
HbA1 c-Messung sollte durchgefihrt werden.31Ein GDM gilt als diagnostiziert, wenn einer der
drei folgenden Blutzuckerwerte erreicht oder Uberschrittenwurde: Nichtern: 95 mg/dl, nach
einer Stunde: 180 mg/dl, nach 2 Stunden: 155 mg/d|.3?
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2.2.6 Auswirkungen und Komplikationen eines GDM

Ein GDM kann sich sowohl auf die Mutter als auch auf ihr ungeborenes Kind negatv
auswirken: Komplikationen auf maternaler Seite sind ein erhdhtes Risiko fiir hypertensive
Schwangerschaftserkrankungen. Dieser Komplex umfasst die Schwangerschaftsinduzierte
Hypertonie (SIH), die Préaeklampsie sowie deren Komplikation Eklampsie und das HELLP-
Syndrom — ein Akronym fir Hamolysezeichen, Elevated liver enzymes, Low Platelets.33 Eine
mit hohen Blutzuckerwerten einhergehende Glucosurie beglnstigt das Risiko fir vaginale-,
Haut- und Harnwegsinfekte. Darliber hinaus ist das Risiko fur eine postpartale Depression
signifikant erhoht.3* Eine Polyurie des Kindes steigert die Wahrscheinlichkeit fur die
Entstehung eines Polyhydramnions. Es gibt Hinweise darauf, dass hohe mutterliche IGF1-
Spiegel zu einem starkeren Plazentawachstum beitragen. Dazu gehdren die Hochregulation
bestimmter plazentaler Aminosauretransporter-lsoformen und des Glukosetransporters
GLUT-1, die Stimulierung des mTOR-Signalwegs, welcher die Proteinsynthese stimuliert und
ein gesteigerter Nahrstofftransport, die wesentlich zum fetalen Wachstumund zur Makrosomie
des Neugeborenen beitragen kénnten. 3> Ein erhdhter Sauerstoffbedarf des Fetus kann eine
intrauterine Hypoxie bis hin zum Fruchttod (IUFT) bewirken.36 Glykogeneinlagerungen in den
Kardiomyozyten begiinstigen die Entstehung einer Kardiomyopathie. Die verminderte
Surfactantbildung tragt zur Pathogenese eines Atemnotsyndroms (IRDS) bei.3” Dieser
Komplex aus Komplikationen wird als ,Fetopathia diabetica“ bezeichnet. Postnatal sind die
Neugeborenen aufgrundkompensatorisch erhéhter Insulinspiegel durch die hohenmaternalen
Blutglukosespiegel haufiger von Hypoglykamien und Elektrolytentgleisungen betroffen. 38 Die
mit einem GDM assoziierte fetale Makrosomie macht die Notwendigkeit einer operativen
Entbindung und hdhergradigen Geburtsverletzungen sowie Aborte und Friihgeburtlichkeit
wahrscheinlicher. Fir das Kind ergeben sich nicht nur akute, sondern auch Langzeitfolgens”
wie bspw. kardiale und intestinale Fehlbildungen.3? Blotsky et al analysierten 2019 in einer
retrospektiven Kohortenstudie anhand der Versicherungsdaten von 73.180 Familien die
Diabetespravalenz bei Kindern von Mittern mit GDM im Vergleich mit Kindern
nichtdiabetischer Mutter: Die Diabetes-Inzidenz war bei Kindern von Mittern mit GDM fast
doppelt so hoch und das Risiko, bis zum Alter von 22 Jahren einen manifesten Diabetes zu
entwickeln, um 77% erhoht. Bei Kindern mit einem Gestationsalter von < 32 Wochen trat
gegenuber =2 37 Wochen ein Diabetes mellitus dreimal haufiger auf.4¢ Durch eine
Fehlprogrammierung der neuroendokrinen Systeme und des Pankreas wird nicht nur die
Entstehung eines Typ-2-Diabetes, sondern auch einer Adipositas und schliel3lich eines
metabolischen Syndroms begunstigt.*

2.2.7 Therapie des GDM

Da in bis zu 90% der Falle eine Blutzuckereinstellung mit nicht-medikamentdsen
BasismaRnahmen erreicht werden kann, besteht die Therapie des GDM zunachst aus
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konservativen MalBnahmen wie Lebensstilverbesserungen. Diese umfassen eine
Erndhrungsumstellung und vermehrte korperlicher Aktivitat, sowie Schulungen zum
Eigenmonitoring des Blutglukosespiegels und Stressmanagement. Sollten die diatetischen
MaRRnahmen nicht ausreichend sein, erfolgt eine auf das aktuelle Kérpergewicht adaptierte
Insulintherapie. Unmittelbar nach der Geburt wird das Insulin abgesetzt. Weitere (orale)
Antidiabetika sind in Deutschland wahrend der Schwangerschaft bisher nicht zugelassen.#
Bei Verdacht auf eine starke Insulinresistenz und sehr hohem Insulinbedarf und individueller
Indikationsstellung kann eine Therapie mit Metformin im Rahmen einer sog. ,,Off-Label-Use"

zusatzlich/begleitend zur Insulintherapie erwogenwerden.*3

2.2.8 Prognose des GDM

In der Mehrzahl der Falle ist ein GDM nach Beendigung der Schwangerschaft reversibel.
Allerdings besteht fortan ein erhdhtes Risiko von ca. 50% fur das Wiederauftreten des GDM
in weiteren Schwangerschaften, sowie fir die Manifestation eines Diabetes mellitus innerhalb
der folgenden Lebensjahre von bis zu 50% pro zehn Lebensjahre.**

2.2.9 Der Zusammenhang zwischen metabolischem Syndrom, Adipositas
und GDM

Ubergewicht und Adipositas werden durch den Body-Mass-Index (BMI) definiert. Dieser wird

aus dem Quotienten aus Koérpergewicht in Kilogramm und dem Quadrat der Korpergrof3e in

Metern berechnet. Ein BMI von 25-29,9 kg/m? definiert Ubergewicht, Adipositas liegt bei einem

BMI von = 30 kg/m?vor (siehe Tabelle 1).

Bezeichnung Body-Mass-Index (BMI, Quetelet-Index)*
Untergewicht <18,5

Normalgewicht 18,5-24,9

Ubergewicht (Praadipositas) 25,0-29,9

Adipositas Grad | 30,0-34,9

Adipositas Grad |l 35,0-39,9

Adipositas Grad Il (sog. Adipositas 240

permagna)

*Berechnung des BMI: Quotient aus Kdrpergewicht in Kilogramm und Kérpergrof3e in
Metern zum Quadrat (kg/m?)
*Die Tabelle gilt nur fir Erwachsene

Tabelle 1: Definition von Ubergewicht und Adipositas nach Body-Mass-Index#s

Das metabolische Syndrom stellt einen Komplex aus Risikofaktoren dar, welche
kardiovaskulare Ereignissewie Schlaganfélle oder Myokardinfarkte begunstigen. Es beinhaltet

neben der stammbetonten Adipositas - definiert durch den Taillenumfang in cm - und der
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Glukosetoleranzstérung bzw. DM2 die Faktoren Hypertonie und Dyslipoproteinamie. Die
Pathogenese des metabolischen Syndroms basiert hauptsachlich auf hyperkalorischer
Erndhrung in Kombination mit Bewegungsmangel, welche aus diesem Grund die
Hauptangriffspunkte in der Therapie darstellen.*¢ Bei bestimmten Indikationen muss diese
durch den zusatzlichen Einsatz medikamentdser Optionen wie Antidiabetika, Statine oder
ACE-Hemmer ergdnzt werden.*’ In den Industrielandern steigt der Anteil der Ubergewichtigen
und adipdsen Bevdlkerung stetig an.*8 Die damit verbundenen negativen Auswirkungen gelten
heutzutage als Volkskrankheit#® und stellen ein weltweites Gesundheitsproblem dar. Mit der
»otudie zur Gesundheit Erwachsener in Deutschland“ (DEGS1) lieferte das Robert-Koch-
Institut von 2008 - 2011 Daten zu Ubergewicht und Adipositas bei Erwachsenen in
Deutschland. Die DEGS1 befragte und untersuchte die 18- bis 79-jahrige
Erwachsenenbevélkerung deutschlandweit (n=7116). Laut der DEGS1 waren in dem
genannten Zeitraum 67,1% der Manner und 53,0% der Frauen Ubergewichtig; die
Adipositaspravalenzist mit 23,3% bei Mannern und 23,9% bei Frauen deutlich angestiegen,
insbesondere unter jungen Erwachsenen.®0 Im Jahr 2016 betrug der Anteil der adiptsen
Schwangeren zu Beginn der Schwangerschaft 15%; von diesen Frauen entwickelten
wiederum sechs Prozent einen Gestationsdiabetes.>!Dies macht Adipositas zu der haufigsten
Erkrankung unter Frauen imgebarfahigen Alter.5? Direkte negative Auswirkungen wahrend der
Schwangerschaft sowie Langzeitfolgen betreffen Mutter und Kind; Adipositas in der
Schwangerschaft geht fiir beide Seiten mit erhéhter Morbiditat und Mortalitat einher.53 Da ca.
die Halfte der ibergewichtigen Frauenwahrend ihrer Schwangerschaft zudem tibermafig an
Gewicht zunimmt, haben diese Mitter ein hdéheres Langzeitrisiko fur kardioembolische
Ereignisse und Adipositas in weiteren Schwangerschaften.>* Die Neugeborenen
Ubergewichtiger Mitter weisen einen erhdhten Kérperfettanteil auf, als Folge steigt die
Wahrscheinlichkeit einer Adipositas schonin der friihen Kindheit. Diese kann als Langzeitfolge
ein metabolisches Syndrom mit sich bringen®5, wodurch sich wiederum das Risiko fur
Adipositas und weitere Folgen fur die darauffolgenden Generationen erhoht.%¢ Trotz der
Erkenntnis eines Zusammenhangs zwischen maternalem Kdrpergewicht und negativen
Folgen sowohl fur Mutter und Fetus, sind die genauen zugrunde liegenden metabolischen
(Patho)mechanismen bis heute nicht vollstandig verstanden.®’ Bisher sind einige mogliche
Ausldser und Signalwege untersuchtworden, die zu friher plazentarer Dysfunktion beitragen:
Dazu gehdren unter anderem eine erhéhte Insulinresistenz auf maternaler Seite, eine
begleitende Hyperinsulindmie, oxidativer Stress, sowie gesteigerte systemische und lokale
Inflammation.>8 Versuche an Mausproben, die ebenfalls die Auswirkungen von Adipositas und
Diabetes untersucht haben, zeigten, dass es eine Assoziation zwischen hippocampaler
Insulinresistenz und maternaler Adipositas gibt. Diese wiederum kann sich durch eine
reduzierte Neuroplastizitat in den Nachkommen auf3ern.* Ein weiteres Projekt konnte sowohl
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anhand von Mausmodellen als auch am Menschen zeigen, dass sportliche Aktivitaten
wahrend der Schwangerschaft positive gesundheitliche Effekte auf die Mutter und deren
Nachkommen haben und negative Auswirkungen des Ubergewichts teilweise kompensieren
konnen. Im Rahmen der Studie wurde unter anderem festgestellt, dass sportliche Aktivitat im
Vergleich zur Kontrollgruppe den Korperfettanteil und das Proteohormon Leptin um 40%
signifikant reduzierte. Des Weiteren war der Wachstumsfaktor BDNF (,Brain-derived
neurotrophic factor®) um 50% angestiegen. Diese positiven Effekte wurden durch eine
hochkalorische, fetthaltige Diat vollstandig aufgehoben.°

2.3 Die Rolle der Inflammation bei Ubergewicht/Adipositas und GDM

Da das Immunsystem einen entscheidenden Einfluss auf die Plazentafunktionen wahrend der
Schwangerschaft hat, konnen inflammatorische Prozesse eine pathologische
Plazentaentwicklung beginstigen.®! Adipositas ist gekennzeichnet durch einen chronischen,
stilen Zustand der systemischen Inflammation, welcher zu erhdhten Plasmaspiegeln von
proinflammatorischen Zytokinen fihrt. Zu diesen Zytokinen zahlen vor allem IL-1 und IL-6,
Tumornekrosefaktor-alpha(TNF-a), Monocyte Chemoattractant Protein 1 (MCP-1) und CRP.%
Auch das Adipokin Leptin hat im Rahmen der maternalen Adipositas bei der Plazentation und
mutterlich-fetalen Austauschprozessen, die das Wachstum und die Entwicklung regulieren,
eine nicht unwichtige Bedeutung. Neben der systemischen Inflammation auf maternaler
Seite wird derzeit auch der lokale inflammatorische Status im Plazentagewebe untersucht.
Dazu gehoren neben den o.g. Entziindungsmediatoren die Zellen des Immunsystems, welche
aus den Leukozyten und ihren Subgruppen bestehen. Der genaue immunologische und
inflammatorische Status der Plazenta und ihre zellularen und molekularen Reaktionen auf ein
potenziell schadliches maternales Milieu wahrend der Schwangerschaftist bisher noch nicht
ausreichend charakterisiert: Vorangegangene Studien, welche im Plazentagewebe sowohl die
MRNA-Expression verschiedener proinflammatorischer Zytokine untersuchten als auch
Immunzellen und deren Subgruppen zwischen adipdésen und normalgewichtigen
Probandinnen analysierten, kamen haufig zu widerspruchlichen Ergebnissen.64 Es konnte
gezeigtwerden, dass sich verstarkte Entziindungsreaktionensowohl lokalim Plazentagewebe
als auch systemisch bei adipésen Mittern finden.65 Auf lokaler Ebene der Plazenta war die
Anzahl ortsstandiger Monozyten/Makrophagen bei adipdsen Miittern im Vergleich zu
normalgewichtigen Frauen zwei- bis dreifach erh6éht. Ebenfalls konnte eine Infiltration
heterogener proinflammatorischer Makrophagenpopulationen beobachtet werden, die
gesteigerte Mengenvon IL-1, TNF-a und IL-6 exprimierten. Auf systemischer Ebene spiegelte
sich dies wider durch erhohte Plasmakonzentrationen von CRP, IL-6 und dem Proteohormon
Leptin bei adipésen Schwangeren.% Die Ansammlung der Makrophagenpopulationen und
Entzindungsmediatoren in der Plazenta sowie die erhdhte Plasmakonzentration der

inflammatorischen Zytokine im Blut adipdser Mutter fihrt zu der Fragestellung, ob und in
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welchem Ausmal das proinflammatorische maternale und fetale Milieu bei der Entstehung
oder Beginstigung negativer Folgen bei adipésen Schwangeren beteiligt ist. Beispielsweise
besteht die Vermutung, dass das gesteigerte inflammatorische Milieu in der
Spatschwangerschaft einen wichtigen Faktor bei der Entstehung einer maternalen
Insulinresistenz darstellt.5” Die Rolle des Leptins im Inflammationsprozess bleibt bislang
unklar: Leptin kénnte als Inflammationsmediator agieren, sowohl im Rahmen von
Autoimmunerkrankungen, als auch bei anderen inflammatorischen Prozessen. Zudem st die
Leptinresistenz eine ausschlaggebende Ursache fiir Ubergewicht und Adipositas, welche
wiederum inflammatorische Prozesse beglnstigen kénnte.®® Eine Untersuchung der
Auswirkungen von Adipositas auf die Plazenta an Mausmodellen von Appel et al. (2014)%
zeigte jedoch, dass ein erhohter Serumspiegel des Zytokins Leptin keine verstarkte
Inflammation in der Plazenta der Tiere bewirkte. Histologische Untersuchungen am
Plazentagewebe haben ebenfalls deutlich gezeigt, dass eine mitterliche Adipositas mit einer
Hyperplasie der glatten Muskulatur in den GefalRwanden der Plazenta und einer Unreife der
plazentaren Zottenbdume assoziiert ist.”© Weitere Experimente am Mausmodell haben
gezeigt, dass proinflammatorische Faktoren und oxidativer Stress gegen Ende der
Schwangerschaft sowohl bei normalgewichtigen als auch bei adipésen Mausen zunehmen,
jedochdie plazentare Leukozyteinfiltration und der Anstieg der proinflammatorischen Faktoren

im gWAT (gonadal white adipose tissue) bei adipdsen Muttertieren eher verringert war.

2.3.1 Immunhistochemie: CDA45 als Leukozytenmarker

CD45 ist ein Transmembranprotein, welches sich auf der Zelloberflache von Leukozyten und
anderen Zellen der Himatopoese befindet. Es ist auch bekannt unter dem Namen Leukocyte
Common Antigen (LCA).”? Die Faktoren, die die Zusammensetzung und den
Aktivierungsstatus von Immunzellen lokal im Plazentagewebe beeinflussen, sind noch
unzureichend charakterisiert. Auch tber den Einfluss von Adipositas und Gestationsdiabetes
auf die Leukozyteninfiltration im Plazentagewebe ist bisher wenig bekannt. Eine Studie von
Elhusseiniet al. zeigt, dass der Anteilvon CD34+und CD45+ hamatopoetischen Stammzellen
unter allen kernhaltigen Zellen im Nabelschnurblut von GDM-Neonaten im Vergleich zur
Kontrollgruppe signifikant erhoht war.”® Eine andere Studie von Nogues et al. hingegen
untersuchte das Plazentagewebe selbst immunhistochemisch auf CD45+ -Zellen sowie
CD68+ Zellen - ein Makrophagenmarker - und fand in den Plazentazotten einen signifikant
niedrigeren Anteil bei Frauen mit Adipositas im Vergleich zur normalgewichtigen
Kontrollgruppe.” Es zeigen sich also in verschiedenen Studien widersprichliche Ergebnisse.
CD45-exprimierende Zellen konnen immunhistochemisch detektiert werden. Als sog. ,Pan-
Leukozytenmarker® eignet sich CD45 daher fur den quantitativen immunhistochemischen

Nachweis von entzindlichem Geschehen im humanen Plazentagewebe.”576
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2.3.2 C- reaktives Protein (CRP)

Einer der bedeutsamsten Vertreter der Inflammationsmediatoren im Blut ist das CRP. Es
gehdrtzuden sog. Akute-Phase-Proteinen. Durch IL-6 wird die Synthese von CRPinder Leber
angeregt. Im Plasma gesunder Menschen betragt der Grenzwert 0,5 mg/dl. CRP ist Teil
sowohl des humoralen als auch des zellularen Immunsystems. CRP bindet an die
Phospholipide der Zellmembran und lagert sich so an Pathogene, besonders Bakterien und
zerstorte Zellbestandteile (sog. PAMPS) an. Als sog. Opsonin aktiviert das gebundene CRP
das Komplementsystem und wird von Makrophagen erkannt. Im Plasma steigt das CRP ca. 6-
12 Stunden nach Beginn einer Entziindungsreaktion an; die Halbwertszeit betragt ungeféhr 24
Stunden. Es hat somit eine hohe Sensitivitat bei der Detektion von inflammatorischen
Prozessen, weist als systemischer Parameter jedoch keine Organ- oder Krankheitsspezifitat
auf. Ein besonders starker Anstieg findet sich oft bei bakteriellen Infektionen und aktiven
akuten Entziindungen. Auch bei nicht-infektiosen und chronischen Entziindungsreaktionen
kann das CRP erhoht sein. Dazu gehoéren insbesondere Erkrankungen aus dem
rheumatischen Formenkreis, Autoimmunkrankheiten, chronisch-entziindliche
Darmerkrankungen und Malignome.”” CRP gilt als Risikoindikator fir das metabolische
Syndrom:”® Erhohte CRP-Plasmaspiegel konnten bei Insulinresistenz, Dyslipidamie,
Arteriosklerose und kardiovaskularen Ereignissen nachgewiesen werden.” Hier sind die
Erh6hungen allerdings tendenziell gering ausgepragt. & Ein Review von Amirian et al.8! aus
dem Jahr 2020 konnte zeigen, dass erhéhte CRP-Level mit dem Risiko fir die Entstehung
eines GDM in den meisten bisher publizierten Studien assoziiert sind. In der Zukunft kbnnte
CRP fur Screening und Diagnostik des GDM herangezogen werden, bisher mangelt es jedoch
an soliden Daten.

2.3.3 Interleukin 6

IL-6 ist ein Signalmolekl, das u.a. von Zellen des Immunsystems produziert wird. Es gehort
der Gruppe der proinflammatorischen Zytokine bzw. Interleukine an. IL-6 spielt eine wichtige
Rolle in der Reaktion des Kdrpers auf Infektionen und Verletzungen und ist somit an einer
Vielzahl von Prozessen der Inflammation, Wundheilung und der Regulation des
Immunsystems beteiligt.82 IL-6 wird von einer Vielzahl von Zellen, insbesondere von
Leukozyten wie Monozyten/Makrophagen, Lymphozyten, aber auch bspw. Fibroblasten sowie
Trophoblasten und Adipozyten sezerniert. Erhdhte IL-6-Werte finden sich beim Vorliegen von
Ubergewicht/Adipositas®? und sind mit einem Risiko fiir die Entstehung einer Insulinresistenz
und eines Typ-2-Diabetes verbunden.8 Auch geht IL-6 mit einem erhéhten Risiko fiir weitere
Komplikationen im Rahmen eines Diabetes mellitus einher, diese manifestieren sich
insbesondere durch kardiovaskulére Ereignisse. Wahrend der Schwangerschaft ist IL-6 nicht
nur malRgeblich an der Pathogenese einer gestérten Glukosetoleranz und Insulinresistenz
beteiligt, sondern auch an der Regulation der Plazentafunktion und am fetalen Wachstum. Es
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besteht eine Assoziation mit der Entwicklung einer fetalen Makrosomie sowie
Fruhgeburtlichkeit.85 86

2.34 Interleukin 8

Interleukin 8 ist ein ebenfalls nicht unbedeutendes Protein bei der Regulation akuter
Entziindungsreaktionen. Das Zytokin wird zeitig lokal an Orten der Inflammation synthetisiert,
wo es Zellen des Immunsystems rekrutiert und aktiviert. Es ist auch in saurer Umgebung
temperatur- und proteolyseresistent, wodurch es auch suboptimalen Bedingungen standhatt.8”
Es wird von Phagozyten und mesenchymalen Zellen wahrend des Inflammationsgeschehens
produziert und aktiviert Neutrophile, welche die Chemotaxis, Exozytose und Freisetzung von
Sauerstoffradikaleninduzieren. IL-8 und weitere Zytokine werden bei Infektion, Entziindung,
Ischamie und Trauma in mehreren Geweben produziert und gelten als Hauptursache der
lokalen Neutrophilenansammlung.® Zudem hat IL-8 eine atherogene Wirkung. In vitro Studien
zeigten, dass IL-8 von Adipozyten produziert und sezerniert wird. Plasma IL-8 ist erhoht bei
adipdsen Individuen, zudem konnte gezeigt werden, dass Studienteilnehmerinnen mit
gestorter Glukosetoleranz erhodhte IL-8 Level im Vergleich mit der normoglykamischen
Vergleichsgruppe aufwiesen.® 9 |L-8 wird zusatzlich durch Trophoblasten der Plazenta
synthetisiert und trotz der potentiellen Bedeutsamkeit dieses Zytokins als Mediator des Typ-2-
Diabetes mellitus, wurde IL-8 im Rahmen des GDM wenig untersucht und bringt teilweise
widerspruchliche Studienergebnisse hervor.°192

2.3.5 Interleukin-1-Rezeptor Typ 1

Der Interleukin-1-Rezeptor Typ 1 gehort zur Superfamilie der Interleukin-1 Rezeptoren. Er
fungiert als Rezeptor fir die Zytokine Interleukin-1 alpha, Interleukin-1 beta sowie den
Interleukin-1 Rezeptor Antagonist. Er ist ein wesentlicher Mediator fur zahlreiche
zytokinvermittelte Immunantworten und Entziindungsreaktionen. Der IL-1 Signalweg involviert
IL-1R1, einen Toll-like receptor, welcher mit dem sog. IL-1R Accessory Protein (IL-1RACP)
heterodimerisiert.®® IL-1b bindet an das IL-1R1/IL-1R1AcP Heterodimer, welcher dann eine
Signalkaskade initiiert. Diese endet mit der Translokation des Transkriptionsfaktor Nuclear
Factor-kappa B (NF-kB) in dem Zellkern, wo dieser die Transkription pro- und
antiinflammatorischer Gene induziert. Dazu gehdren unter anderem die Stickstoffmonoxid-
Synthase, IL-6, IL-1Ra und die Cyclooxygenase-2 (COX-2), Die COX-2 katalysiert dann die
Konversion von Arachidonsaure zu Prostaglandin H2 (PGH2). Es konnten erhdhte IL-1-
Spiegel bei adipdsen Menschen nachgewiesen werden. Die stille Inflammation, die mit einer
adip6ésen Stoffwechsellage verbundenist, kann durch diesen Signalweg zur Entwicklung einer
Insulinresistenz, gestérter Glukosetoleranz und Typ-2-Diabetes beitragen.®* Die
Plasmaspiegel des natirlich vorkommenden IL-1Ra sind bei tibergewichtigen Menschen drei-
bis achtfach erhdht und es wird angenommen, dass dies einen Schutzmechanismus auf den

Anstieg des zytotoxischen IL-1b bei Adipositas darstellt. Das kritische Gleichgewicht zwischen
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IL-1-Agonisten (IL-1a, zellgebunden und IL-1b, zirkulierend) und IL-1Ra spielt zudem eine
wichtige Rolle bei der Anfélligkeit und dem Schweregrad vieler akuter sowie chronischer
Krankheiten. Dazu gehéren Adipositas und Diabetes aber auch Psoriasis, Fieber und Sepsis,
sowie Schlaganfalle.®® Eine Anzahl von Studien an Mausen belegt die Bedeutung
verschiedener proinflammatorischer Zytokine bei der Entwicklung von Adipositas und
Insulinresistenz,®® dennoch existieren kaum Untersuchungen an humanem Plazentagewebe.
Dennoch konnte eine Assoziation des IL1IR1-Gens mit dem Risiko flr eine Praeklampsie

nachgewiesen werden.%’

2.3.6 MCP-1

MCP-1 (Monocyte chemoattractant protein-1), auch bekannt unter dem Namen Chemokin
Ligand 2 (CCL2), gehort zur Familie der CC-Chemokine. Esist von entscheidender Bedeutung
in der Regulation entziindlicher Prozesse wie Chemotaxis und Expression weiterer
Inflammationsfaktoren und Zellen des Immunsystems, insbesondere Monozyten und
Makrophagen.®® Auch MCP-1 ist bei der Pathogenese zahlreicher Erkrankungen beteiligt. Als
eines der am meisten erforschten Chemokine stellt es einen mdglichen Interve ntionspunkt bei
der Therapie verschiedenster (Autoimmun)krankheiten wie Multipler Sklerose, Rheumatoider
Arthritis, Atherosklerose und DM2 dar.®® MCP-1 wird unter anderem im Plazentagewebe
synthetisiert und es konnte gezeigt werden, dass erhéhte Plasmaspiegel eine entscheidende
Rolle fur den Ausgang einer Schwangerschaft aufweisen: Proinflammatorischer Zytokine wie
MCP-1 begunstigen unter anderem eine IUGR'%° und zeigen eine positive Korrelation mit dem

maternalen BM|.101

2.3.7 Interleukin 10

Interleukin-10 (IL-10)ist ein antiinflammatorisches Zytokin und wird hauptsachlich von
Makrophagen, TH2-Zellen sowie regulatorischen T-Zellen (Treg) gebildet.192 Interleukin 10
hemmt UberschieRende Entziindungsreaktionen und kann unter anderem zur
Verlaufskontrolle bei chronischen Entziindungen bestimmt werden. %3 Interleukin 10 inhibiert
die Aktivierung und Funktion von Immunzellen wie T-Zellen, Monozyten und Makrophagen und
reguliert Wachstum und Differenzierung von hamatopoetischen Zellen, Keratinozyten und
Endothelzellen.1%4 Die Hauptfunktion von IL-10 liegt jedoch bei der Inhibition und Termination
(UberschieRender) Entziindungsreaktionen und Immunantworten. Besonders wichtig zu
erwahnen ist die Schliusselrolle bei der Differenzierung und Funktion der sog. T-reg
(regulatorische T-Zellen), welche eine essenzielle Funktion in der Regulation von
Immunantworten einnimmt.105 106 Es wirkt antiinflammatorisch und immunsuppressiv auf
myeloide Zellfunktionen, was eine solide Basis fur seine Verwendung als Monitoring und
Therapieangriffspunkt akuter und chronischer Krankheiten mit inflammatorischer Komponente
bietet. Die Hemmung der immunstimulierenden Aktivitdten durch IL-10 stellt neue potenzielle

Ansétze fur die Behandlung von Autoimmunerkrankungen, Infektionskrankheiten und Krebs
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bereit. Beispielsweise spielt IL-10 eine wichtige Rolle in Autoimmunerkrankungen wie Multiple
Sklerose und systemischer Lupus Erythematodes!®’ Als einziges der hamatopoetischen
Zytokine besitzt IL-10 eine Reihe sehr ahnlicher Aminoséuresequenzen, sog. Homologe in
einer grofRen Anzahl von Virusgenomen, welche seine Bedeutung in der Regulation der
Immun- und Entziindungsreaktion untermauem. 18 |L-10 ist ein wichtiges Zytokin gerade zu
Beginn der Schwangerschaft und unter anderem an der Plazentabildung beteiligt. Es wird
unter anderem von Trophoblasten synthetisiert 1% und bietet eine Schutzfunktion fir die
Plazentaeinheit, da es die Sekretion entziindlicher Zytokine wie IL-6, TNF-aund IFN-y hemmt.
Durch seine immunsuppressive Wirkung spielt es eine Schlisselrolle bei der Regulation
zwischen pro- und anti-inflammatorischen Ablaufen, die fir eine komplikationslose
Schwangerschaft erforderlich sind.*'® Mehrere Tierversuche zeigten, dass eine Dysregulation
von IL-10 zur Entstehung von Praeklampsie beitragen kann. Somit hat IL-10 nicht nur eine
wichtige Bedeutung als Biomarker der Praeklampsie, sondern auch ein therapeutisches
Potenzial.1'1 Demnach ist ein umfassenderes Verstdndnis von IL-10 in der Pathophysiologie
von Schwangerschaftskomplikationen von grof3er Wichtigkeit. Fir den GDM ist der genaue
Einfluss von IL-10 noch nicht bekannt. Eine Whole-Genome-Studie von 2017 konnte
signifikante Unterschiede in der Methylierung von IL-10 Genen zwischen maternalem Blut und
Nabelschnurblut in einer GDM-Population nachweisen.'1? Weitere Studien ergaben
unterschiedliche Erkenntnisse und fanden sowohl erhdhte als auch erniedrigte IL-10
Serumlevel in hyperglykamischem Milieu in der GDM-Population113 114 115 Qbwohl bisher
durchgefihrte Studien eine mdgliche Assoziation zwischen IL-10 und Diabetes andeuten, gibt
es bisher nur unzureichende Daten tGiber die Rolle von IL-10 beider Entstehung eines GDM. 116
117 Eine Fall-Kontroll-Studie und eine Kohortenstudie fand eine Assoziation zwischen der
Monozytenanzahl im ersten Trimenon als Risikofaktor und diagnostischen Pradiktor fur die
Entstehung eines GDM sowie einer fetalen Makrosomie: Schwangere mit GDM wiesen eine
signifikant erniedrigte Monozytenzahl auf, welche wiederum mit einem erhdhten Glukoselevel,
Insulinresistenz und dem Korpergewicht der Neugeboren korrelierte. Dabei war IL-10
signifikant niedriger und TNF-a sowie IL-6 erhéht bei Frauen mit GDM, sowohl im

Plazentagewebe als auch im peripheren Blut.118

2.3.8 TGF-B

Der Transforming Growth Factor 8 (TGF - B) ist ein ubiquitar vorkommendes Zytokin, welches
grundlegende Zellfunktionen reguliert, besonders wahrend der Embryogenese. Die sog. TGF-
B-Superfamilie ist von groBer Bedeutung fur das Wachstum und die Differenzierung
insbesondere von Hautzellen und Reparaturvorgangen im Rahmen der Wundheilung. TGF-8
hat eine wichtige Bedeutung bei der Zellmotilitat, Inflammation und Immunitat*'°, auch bei der
Apoptose und Tumorgenese spielt TGF- eine Rolle.*?? Zurzeit sind ca. 100 verschiedene

Isoformen der TGF-B Superfamilie bekannt, alle mit mindestens einer Region ahnlicher
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Aminosauresequenzen (Homologe). Besonders zu nennen ist an dieser Stelle der C-
Terminus-12t Aufgrund seiner vielfaltigen Wirkungsweisen im menschlichen Organismus ist
TGF-Bweiterhin an einer Vielzahl von Pathomechanismen beteiligt: Die stimulierende Wirkung
aufdie Kollagensynthese beginstigt das bindegewebige ,,Remodeling“ nach Myokardinfarkten
sowie des Lungengewebes bei Atemwegserkrankungen.'?? In einer Studie von Yener et al
wurde gezeigt, dass das Serumvon Probandinnenmit GDM erhéhte Levelvon TGF-3 aufwies,
als das der gesunden Kontrollgruppe. Die hdchsten TGF-B-Spiegel zeigten sich bei
Probandinnen mit DM2. Vermutlich triggert eine Hyperglykamie die Freisetzung von TGF-3,
was wiederum den inflammatorischen Zustand begunstigt. Es ist nachgewiesen, dass eine
Assoziation zwischen der Sekretion von TGF- und einer Insulinresistenz, sowie arterieller
Hypertonie und Atherosklerose vorliegt.'?2 Der hyperglykamische Zustand triggert die
Freisetzung von TGF-B, was die Entstehung einer diabetischen Nephropathie durch die
gesteigerte Kollagensynthese begunstigt.124 Uber den Einfluss von TGF-B auf die
Pathogenese eines GDM sowie die Beglnstigung von Atherosklerose auf dem Boden eines
GDMs ist bisher noch wenig bekannt. Eine Studie von Mrizak et al fihrte eine qPCR durch,
welche eine (leicht, nicht signifikant) erhdhte Menge an TGF-3 mRNA im Plazentagewebe der
Probandinnen mit GDM im Vergleich zur Kontrollgruppe aufwies. Dies konnte einen Indikator
fur plazentare Inflammation bei Frauen mit GDM darstellen. TGF- wird hauptsachlich von
Monozyten/Makrophagenund weiteren antigenprasentierendenZellen sowie Tregs sezerniert.
Es wurde ein erhthter Makrophagenanteil mit den Oberflachenmarkern CD68, CD14 und
EMR-1 im Plazentagewebe der Probandinnen mit GDM detektiert. Es gibt Hinweise darauf,
dass Monozyten den Syncytiotrophoblasten infiltrieren und die Trophoblastenbarriere
angreifen, wodurch das Plazentagewebe geschadigt wird. Zusatzlich kénnte ein Uberschuss
an Makrophagen in der Plazenta zu einem chronischen Entziindungszustand innerhalb der
Plazenta beitragen.12> Neben den antigenprasentierenden Zellen sind auch T-Zellen
(besonders Treq), in der Lage, TGF-B wahrend inflammatorischer Geschehen zu sezernieren,
um eine UberschieRende Entziindungsreaktion abzufedern. TGF-f inhibiert neben weiteren
Mediatoren unter anderem die Produktion von proinflammatorischen Mediatoren wie IL-1, IL-
10, IL-8 und TNF-a.126

2.4 Fragestellungen und Ziel der Arbeit

Ziel meiner Doktorarbeit war es, ein konkreteres Verstandnis tber die inflammatorischen
Komponenten und Pathomechanismen zu gewinnen, die durch maternales Ubergewicht und
Adipositas, sowie GDM zustande kommen und negative Folgen fur Mutter und Kind mit sich
bringen kénnen. Es existiert bereits eine groRe Anzahl an Studien, die darauf hindeuten, dass
ein erhohter BMI und GDM sich wechselseitig begulnstigen und mit einem chronischen
inflammatorischen Zustand einhergehen. Die zugrunde liegenden Pathomechanismen und

Zusammenhange sind multifaktoriell bedingt, jedoch noch nicht hinreichend im Einzelnen
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erforscht. Sowohl systemisch, aber insbesondere auch auflokaler Ebene im Plazentagewebe,
ist die Datenlage fur ein konkretes Verstandnis der Pathophysiologie unzureichend. Ziel dieser
Arbeit war es, quantitative Analysen ausgewahlter Inflammationsmediatoren und
Oberflachenmarker vorzunehmen und zu untersuchen, ob diese einen positiven
Zusammenhang mit dem klinischen Phanotyp von Mutter und Kind aufweisen:
Ubergewichtige/adipose (BMI 2 25 kg/m?) Miitter mit und ohne GDM wurden im Vergleich mit
einer normalgewichtigen Kontrollgruppe (BMI = 18,5 bis < 25 kg/m?, ohne GDM) untersucht.
Um eine Vergleichbarkeit der Probandinnen zu ermdglichen, wurden ausschlieflich
schwangere Frauen in die Studie eingeschlossen, die sich einer elektiven Sectio unterzogen.
Die Untersuchung erfolgte einerseits auf systemischer Ebene durch die Messung von
ausgewahlten Inflammationsmarkern im maternalen und Nabelschnurblut, lokal wurde die
plazentare mMRNA-Genexpression proinflammatorischer Zytokine untersucht. Zudem erfolgte
histologisch  eine  quantitative  immunhistochemische  Analyse  der lokalen
Immunzellpopulationen im villésen Plazentagewebe. Das Ziel dieser Arbeit lasst sich durch
folgende Forschungsfragen definieren:

1. Gibt es quantitative Unterschiede in der plazentaren Genexpression ausgewahlter
Inflammationsmediatoren zwischen den Gruppen mit maternalem
Ubergewicht/Adipositas mit und ohne GDM im Vergleich zur normalgewichtigen
Kontrollgruppe ohne GDM?

2. Gibt es quantitative Unterschiede hinsichtlich der CD45+ Leukozytenzahl im humanen
Plazentagewebe Ubergewichtiger/adiposer Mitter mit und ohne GDM im Vergleich zur
normalgewichtigen Kontrollgruppe ohne GDM?

3. Korreliert die ermittelte Genexpression der Inflammationsmediatoren und die
Leukozytenzahlim Plazentagewebe mit den gemessenen Inflammationsmarkern aus
maternalem und Nabelschnurblutblut?

Gemeinsammit den weiteren laufenden Projekten unserer Arbeitsgruppe méchte ich zu neuen
Erkenntnissen und verstarkter Aufmerksamkeit fir dieses Thema beitragen. Durch intensivere
Forschung zur Pravention sowie Entwicklung medikamentoser/therapeutischer Ansétze

kénnen Risikofaktoren fur Mutter und Kind zukinftig reduziert werden.
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3. Materialund Methoden

3.1 Materialien

In den folgenden Tabellen werden die Materialien, Software, sowie weitere Bestandteile der

Erhebung und Analyse aufgelistet. Tabelle 2 listet die verwendeten Gerate und Softwares fur

die Datenerhebung, Tabelle 3 zeigt die Softwares sowie die Interaktiven Websites, die fir die

Arbeit verwendet wurden. In Tabelle 4, Tabelle 5, Tabelle 6 sind die Chemikalien, Puffer und

Stammlésungen bzw. so wie die Antikoérper fur die Immunhistochemie aufgelistet. Im

Anschluss listen Tabelle 7 und Tabelle 8 die Oligonukleotide und verwendeten

Konzentrationen bzw. die Liste der Verbrauchmaterialien und deren Verwendung.

3.11

Name
7500 Real Time PCR

System Thermocycler

Analysewaage LS 220A

Dampfgarer

FS10/FS 203216

Gewebeinfiltrationsautom
at Leica ASP300
Heizplatte ND-H500

Lichtmikroskop BX43
Mikroskop

Dialux 20 EB

Mikrotom (Jung BioCut

2035)

Mini- Zentrifuge Sprout

Geréate und Softwares

Hersteller

Applied Biosystems,
Thermo Fisher Scientific
Inc., Waltham,
Massachusetts, USA
Precisa Gravimetrics AG,
Dietikon, Schweiz

Braun Procter & Gamble
Service GmbH,
Kronenberg im

Taunus, Deutschland
Leica Biosystems Nussloch
GmbH, Deutschland
Bartscher GmbH,
Salzkotten, Deutschland

Olympus Europa Se & Co
KG, Hamburg, Deutschland
Leica Biosystems, Nussloch,
Deutschland

Leica Biosystems Nussloch
GmbH, Deutschland

Kisker Biotech GmbH & Co.
KG, Steinfurt, Deutschland

Verwendung
RT PCR

diverse

HC

Paraffineinbettung

Herstellung histologischer
Gewebeschnitte aus
Paraffinblocken

IHC

IHC
Herstellung histologischer
Gewebeschnitte aus

Paraffinblocken

diverse
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Paraffinausgussstation
EG1150H

Pipettierhilfe accu-jet pro

Plattenlesegerat/ Nano
Quant infinite M200 Pro
RCT Magnetrihrer

Schwingmiule MM400
SCN400 Slidescanner mit
Autoloader fir
Hellfeldmikroskopie
(20x Objektiv)

Vortex Mixer V-1 plus

Warmeschrank
Wasserbad fur
histologische Schnitte
Wasserbad TFB 45

Zentrifuge 5424 R

Zentrifuge Rotina 420R

Tabelle 2: Verwendete Gerate

Leica Biosystems Nussloch
GmbH, Deutschland

BRAND GMBH + CO KG,
Wertheim, Germany
Tecan, Mannedorf, Schweiz

IKA Labortechnik, Staufen,
Deutschland

Retsch, Haan, Deutschland
Leica Biosystems Nussloch
GmbH, Deutschland

Kisker Biotech GmbH & Co.
KG, Steinfurt, Deutschland
Binder GmbH,

Tuttlingen, Deutschland
MEDITE Medical GmbH,
Burgdorf, Deutschland
Medite Medical GmbH,
Burgdorf, Deutschland
Eppendorf AG,

Hamburg, Deutschland
Andreas Hettich GmbH &
Co. KG,

Tuttlingen, Deutschland

Paraffineinbettung

diverse
Proteinbestimmung, RNA-
Konzentrationsbestimmung
diverse

RNA-Isolation
Digitalisierung der
histologischen
Gewebeschnitte

diverse
Schnittanfertigung

IHC

Schnittanfertigung

Proteinisolation

Zentrifugation von Blut und
RT PCR-Platten
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Name
7500 Software 2.0.6

Basic Local Alignment
Search Tool (BLAST)

Client-Server Software

Omero

Horseradish Peroxidase:
ZytoChem Plus HRP One-
Step Polymer anti-
Mouse/Rabbit

ImMmmPACT DAB-Substrate
Kit

Microsoft Excel

Primer Express™

Software, Version 3.0.1

QuPath 0.3.2

RNase free DNase

Software Tecan i-control
2.0

SPSS 25

UCSC Genome Browser,
interaktive Website fur

Genomanalysen

Hersteller

Applied Biosystems
Thermo Fisher Scientific
Inc., Waltham,
Massachusetts, USA
National Center for
Biotechnology Information
(NCBI), Bethesda, Maryland
University of Dundee &
Open Microscopy
Environment

Zytomed Systems GmbH,
Berlin, Deutschland

Vector Laboratories,
Burlingame, USA

Microsoft®, Washington,
USA

Applied Biosystems,
Waltham/Massachusetts,
USA

Centre for Cancer Research
& Cell Biology at Queen’s
University, Belfast,
Vereinigtes Konigreich
Promega, Mannheim,
Deutschland

Tecan, Crailsheim,
Deutschland

IBM New York, USA

University of California
Santa Cruz, USA

Verwendung
RT PCR

RT PCR (Primerdesign)

Austauschplattform
digitalisierter histologischer
Daten

IHC

HC

Auswertung IHC, RT PCR
und klinischen Daten
RT PCR (Primerdesign)

Quantitative Analyse der
IHC

RT PCR (cDNA-Synthese)
RNA-
Konzentrationsbestimmung

Statistische Datenanalyse

RT PCR (Primerdesign)
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Zufallsgenerator-App Bennett Bock, Deutschland
Random Generator — All in
1,Version 7.4.4

Tabelle 3: Softwares und interaktive Websites

Quantitative Analyse der
IHC
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3.1.2
Name
Antibody Diluent

Chloroformreinst

Chromatographie
Wasser in HPLC-
Qualitat

DEPC

DNase-Verdau
DNase-I-Puffer

dNTP-Mix

dNTP-Mix (dATP,
dTTP, dCTP, dGTP)

Ethanol 299,8 %,
vergallt
Hamatoxylin
(Hamalaun sauer
nach Mayer)
Isopropanol

MMLYV Buffer

MMLV Reverse
Transkriptase
(DNA-Polymerase)
Natriumchloridldsu
ng 0,9%

Neo-Clear®
entparaffiniert

Chemikalien, Puffer und Stammlésungen

Hersteller

DAKO Denmark A/S, Glostrup,
Déanemark

Merck KgaA,
Darmstadt, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Sigma Aldrich®/Merck KgaA,
Darmstadt, Deutschland

Promega, Mannheim, Deutschland

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
Massachusetts, USA

Fermentas

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG,

Karlsruhe, Deutschland

Promega, Mannheim, Deutschland

Promega, Mannheim, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co
KG, Karlsruhe, Deutschland

Sigma Aldrich®/Merck KgaA,
Darmstadt, Deutschland

Verwendung
IHC

RNA-Isolation

RNA-
Konzentrationsbesti
mmung, RT gPCR
RNA-Isolation

RT PCR

RT-PCR (cDNA-
Synthese,
Mastermix B)
IHC

IHC

Einbetten fur
Histologie
RT-PCR (cDNA-
Synthese,
Mastermix B)
RT-PCR (cDNA-
Synthese,
Mastermix B)
Préaparation von

Plazentagewebe

IHC
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Neo-Mount

Oligo-dT-Primer (=
16x T (Thymin)

PBS Pulver L182-
50 (nicht mehr
verflugbar)
Peroxidase-Block:
Tablette Harnstoff-
Wasserstoffperoxi
dtabletten (FA Roth
Nr.: A7641.1)

PFA 4% (ROTI®
Histofix

4% ready-to-use,
phosphatgepuffert,
pPHT)

Pierce SEABLOCK
Blocking Buffer
(#37527)

Promega GoTaq™
gPCR Master Mix

Random Primer

RNase Inhibitor

RNase-free DNasel
Stop-Solution
(25mM EDTA)
Target Retrieval
Solution 10x conc.
pHG6

TissueTek

Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland

MWG Eurofins

Merck KgaA,

Darmstadt, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG,

Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co
KG, Karlsruhe, Deutschland

Thermo Fisher Scientific™, Waltham,
USA

Promega, Mannheim, Deutschland

Roche

Promega, Mannheim, Deutschland

Promega, Mannheim, Deutschland

Promega, Mannheim, Deutschland

DAKO Denmark A/S, Glostrup,

Danemark

Sakura Finetek Germany GmbH,

IHC
RT PCR (cDNA-
Synthese,

Mastermix A)
IHC

IHC

IHC

HC

RT PCR

RT PCR (cDNA-
Synthese,
Mastermix A)
RT-PCR (cDNA-
Synthese,
Mastermix B)

cDNA-Synthese

Préaparation von
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® 0.C.T.™ Staufen, Deutschland Plazentagewebe fur

Compound Histologie
Einbettmedium
TRIzol ® Reagent Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, RNA-Isolation

Massachusetts, USA
Tabelle 4;: Chemikalien
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Name Zusammensetzung Methode

Citratpuffer Target Retrieval Solution pH6 IHC
10x conc.
Ad 9 Teile Milli Q Wasser fiir 1x conc.

DEPC-Wasser 200ul DEPC auf 100ml MilliQ-Wasser, gut RNA-
schutteln & 24 Stunden bei RT inkubieren, Isolation

dann autoklavieren. DEPC zerfallt dabei zu
EtOH und CO2.
PBS-Pulver Fertig zusammengesetzt aus folgenden IHC
Komponenten:
1,47 mM Kaliumdihydrogenphosphat
8,1 mM Di-Natriumhydrogenphosphat
2,68 mM Kaliumchlorid
136,89 mM Natriumchlorid.
Ergibtinsgesamt 9,55g/L Phosphate Buffered
Saline,
Ad 1L VE-Wasser auf 9,55g PBS-Pulver.

Peroxidase-block (3% 1 Stk. Harnstoff-Wasserstoffperoxidtablette. IHC
Ad 5 ml VE-Wasser

Tabelle 5: Puffer und Stammlésungen

3.1.3 Biologisches Material

Bei dem verwendeten biologischen Material handelte es sich umhumane Plazentaproben. Fir
die Verwendung und Verarbeitung der humanen Proben liegt ein genehmigter Ethikantrag vor
(#14-244).
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3.14 Antikorper

Priméarantikorper:
CD45 (D9M8I)
XP® #13917

Sekundarantikorper:
Zytochem Plus HRP
One-Step Polymer

Rabbit mAb
lgG

1:2000

anti-
Mouse/Rabbit/Rat

Tabelle 6: Antikorper fir Immunhistochemie

Cell Signaling IHC
Technology
(Danvers,
Massachussets,

USA)

ZytoMed IHC
Systems

GmbH, Berlin,
Germany
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3.15 Primersequenzen

Samtliche Primer wurden selbst designed und von MWG Eurofins hergestellt.

18-S-rRNA For: CGGCTACCACATCCAAGGAA 10,00 uM

Rev: GCTGGAATTACCGCGGCT

IL-10 For: TGAGAACAGCTGCACCCACTT 10,00 pM
Rev: CAGCTGATCCTTCATTTGAAAGAA

IL1IR1 For: AGGCTGATAAATGCAAGGAACGT 10,00 pM
Rev: GGTGTCTTGCTGTCATCTTTATACCA

IL1-1 For: CCC TAAACA GAT GAAGTGCTCCTT 10,00 uM
Rev: GGTGGTCGGAGATTCGTAGCT

IL-4 For: ATATCACCTTACAGGAGATCATCAAAAC 10,00 uM
Rev: TCGCAGCCCTGCAGAAG

IL-6 For: AGAGCAACACGGGTTCAGGTA 10,00 uM
Rev: GCTGCTTTCACACATGTTACTCTTG

MCP1 For: TCGCTCAGCCAGATGCAAT 10,00 pM
Rev: CGAGCCTCTGCACTGAGATCTT

TGF-B For: CCCACAACGAAATCTATGACAAGT 10,00 uM
Rev: AGAGCAACACGGGTTCAGGTA
TNF-a For: CAGCCTCTTCTCCTTCCTGA 10,00 pM
Rev: GCCAGAGGGCTGATTAGAGA
B -Actin For: GATGGCCACGGCTGCTT 10,00 uM

Rev: ACCCTCATTGCCAATGGT
Tabelle 7: Oligonukleotide und verwendete Konzentrationen
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3.1.6 Verbrauchsmaterialien

Name Hersteller

96-Wells Platten 4Titude, Wotton, Vereinigtes
Konigreich

Adhasionsobjekttrager Thermo Fisher Scientific

Superfrost Inc., Waltham,

Chirurgische Pinzette
Clear Heat Seal fur 96-Well-
Platten

Deckglaser

Doppelspatel gebogen
Einmalpipette einzeln steril
Einmal-Skalpelle

ep Dualfilter T.I.LP.S.® -
Filterpipettenspitzen
(0,1-10 pl)

ep Dualfilter T.LP.S.® -
Filterpipettenspitzen
(1000 pl)

Falcons in verschiedenen

GrolRen

gebogene Schere

Lagerkasten mit Raster

Magnetrihrstabe

Mikroreaktionsgeféalie

Pipetten

Pipettenspitzen

Massachusetts, USA
Eickemeyer

ATitude®:

Vereinigtes Konigreich

Wotton,

Carl Roth GmbH + Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth GmbH + Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland
Sarstedt, Numbrecht,
Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland
Eppendorf, Hamburg,

Deutschland

Eppendorf,
Hamburg, Deutschland

Sarstedt, Nimbrecht,
Deutschland
Eickemeyer

Sarstedt, Nimbrecht,
Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland
Eppendorf,

Hamburg, Deutschland
Eppendorf,

Hamburg, Deutschland

Eppendorf,

Verwendung
RT PCR

IHC

Plazentapraparation
RT PCR

IHC
Herstellung von
Puffern/Stammlésungen

RT PCR, IHC

Plazentapraparation

diverse

Verarbeitung von

Nabelschnurblut und
maternalem Blut

RT PCR

Plazentapraparation
Lagerung der Proben

Herstellung von

Puffern/Stammldésungen
IHC, RT PCR

IHC, RT PCR

IHC, RT PCR
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Hamburg, Deutschland

Pipettenspitzen in Sarstedt, Nimbrecht, RT PCR, IHC

verschiedenen Grol3en Deutschland

Reaktionsgefalie 2,0 ml Sarstedt, Nimbrecht, RT PCR
Deutschland

Schraubbecher 100 ml, Sarstedt, Nimbrecht, Plazentapraparation

steril Deutschland

S-Monovette EDTA Sarstedt, Nimbrecht, Blutentnahme

Deutschland

S-Monovette Heparinplasma Sarstedt, Nimbrecht, Blutentnahme
Deutschland

S-Monovette Serum Sarstedt, Nimbrecht, Blutentnahme
Deutschland

Stabpipette in Sarstedt, NUmbrecht, RT PCR, IHC

verschiedenen Grol3en Deutschland

Wageschalchen Carl Roth GmbH + Co. KG, Herstellung von
Karlsruhe, Deutschland Puffern/Stammlésungen

Tabelle 8: Liste der Verbrauchsmaterialien und Verwendung

3.2 Methoden der klinischen Arbeit

3.21 Patientinnenkollektiv

Eine Kooperation zwischen der Kinderklinik und der Frauenklinik der Uniklinik KoIn machte die
Durchfuhrung der Plazenta-Studie moglich. Fur die Verwendung und Verarbeitung der
humanen Proben liegt ein genehmigter Ethikantrag vor (#14-244). Wenige Tage vor geplantem
Kaiserschnitt wurden die potenziellen Teilnehmerinnen vom Studienteam Uber das
Forschungsprojekt aufgeklart und mithilfe eines Fragebogens zu den Einschluss- sowie
Ausschlusskriterien und weiteren anamnestischen Details befragt (siehe Tabelle 9). Die
Einwilligung der Studienteilnehmerinnen erfolgte schriftlich; auch nach der Einwilligung hat die
Probandin die Maoglichkeit, das Studienteam zu kontaktieren und die Verwendung der

Materialien und Informationen zu verweigern.

41



Einschlusskriterien Ausschlusskriterien
Unkomplizierte Schwangerschaft(en) BMI <18,5 kg/mz
Komplikationen wahrend der SS,
insbesondere:
e Behandlungsbedurftiger
Hypertonus

e Praeklampsie

Geplanter Kaiserschnitt Infektionskrankheiten (z.B. STORCH,
Chorioamnionitis)
Entbindung in SSW 35+0 — 41+6 Schwere Vorerkrankungen
Vorzeitige Entbindung: SSW <35+0
Mehrlingsschwangerschaft
Tabelle 9: Einschluss- und Ausschlusskriterien

Nach erflllten Einschlusskriterien und erfolgter Einwilligung wurden die Probandinnen anhand

eines Fragebogens anamnestisch zu folgenden Daten befragt (siehe Tabelle 10). Die

erfassten Daten wurden in einer Excel-Tabelle pseudonymisiert festgehalten.
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Fragebogen zur Aufklarung

Rauchverhalten

Préaexistenter Diabetes mellitus Typ 1, Typ
2, GDM

Hypertonus vor SS

Schwere Vorerkrankungen

Voroperationen (insb. Uterus, Adnexe)

Medikamentenanamnese

Berufliche Tatigkeitin SS, wenn ja,
bis zu welcher SSW
Freizeitgestaltung, weitere Kinder

Koérperliche Aktivitat und Sport

Erndhrungsform

Geburtshilfiche Anamnese

vor SS

in SS

Therapie (Insulin/Diat)

Zeitpunkt der Diagnose

Ja/Nein

insb. an Herz, Niere, Leber, Schilddrise,
Krebserkrankung

Ja/Nein

Antikoagulation (Heparin/Clexane)
ASS

Cortison (RDS-Prophylaxe)
Metformin

L-Thyroxin

Folsaure
Antidepressiva/Psychopharmaka
sitzend, stehend, gehend

offene Frage

Frequenz, Intensitat, vor SS vs. wahrend
der SS

vegetarisch/vegan
Unvertraglichkeiten/Allergien

Anzahl Gravidae

Anzahl Parae

vorherige Sectiones

Grund flr jetzige Sectio
Fruchtbarkeitsbehandlungen

Tabelle 10: Auszug aus dem ,Fragebogen zur Aufklarung*

Anhand des BMI-Wertes vor Beginn der Schwangerschaft und dem Vorhandensein eines

Gestationsdiabetes mellitus wurde eine Einteilung der Kohorte in drei Gruppen vorgenommen

(siehe Tabelle 11).
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Gruppe Abktrzung BMI (kg/m?) Gestationsdiabetes

Kontrollgruppe KG 18,5-<25 nein
Ubergewicht / _
Adipositas, kein GDM UGAD >25 nein
Ubergewicht /

Adipositas, mit GDM LGABHGRIY s ja

Tabelle 11: Kohorteneinteilung

3.2.2 Asservierung des biologischen Materials

In der Kreil3saalsprechstunde wurde wenige Tage vor der geplanten Sectio eine praoperative
maternale Routineblutabnahme durchgefiihrt, bei der zusétzlich je eine Serum- und eine
EDTA-Vollblut-Monovette fiir die Studie abgenommen wurde. Die Mutter musste dafur nicht
nidchtern sein. Im Labor wurde die Serum-Monovette bei 906 g fur 10 min zentrifugiert. Das
Serum und EDTA-Vollblut wurden in je zwei 1,5 ml-Mikroreaktionsgefal3e pipettiert und mit
vorlaufigen Nummern pseudonymisiert (sog. B-Nummer).

3.23 Gewebeentnahme wund Asservieren der Proben am Tag des
Kaiserschnitts
Am Tag der Sectio wurde das Studienteam telefonisch Uber die laufende Sectio informiert. Die
Plazenten wurden maximal 30 min post partum von den Hebammen zur Pr&paration
freigegeben. Im Kreil3saal erfolgte die Abnahme von drei Monovetten vendsem
Nabelschnurblut (EDTA-Blut, Serum und Lithium-Heparin-Blut). Zusatzlich erhielten wir von
der Anasthesie ein weiteres Rohrchen maternales Lithium-Heparin-Blut, welches praoperativ
im ndchternen Zustand der Mutter aus der Venenverweilkanile abgenommen wurde.
AnschlieRend wurden die Blutproben und die Plazenta ins Forschungslabor transportiert. Das
Serum und Lithium-Heparin-Blut wurden bei 906 g fur 10 Minutenbei 20°C
zentrifugiert (Rotina 420R). Jede Probe wurde auf jeweils zwei 1,5ml-Mikroreaktionsgefal3e
aufgeteilt. Alle Proben wurden mit dem Pseudonym der zugehdrigen Plazenta beschriftet und

bei -80°C tiefgefroren.

3.24 Datenerfassung und Fotodokumentation

Die Plazenta wurde vor und nach Préparation fotografiert und mit einer Nummer versehen und
folgende Eckdaten dokumentiert (sieche Tabelle 12).
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Daten zur Plazenta
Auffalligkeiten der Gewebebeschaffenheit
Gestationstag bei Sectio
Patientinnennummer
Plazentagewicht mit Nabelschnur
Plazentagrof3e in cm (Hohe x Breite x Tiefe)
Insertionsort der Nabelschnur (peripher, eher peripher, zentral)
Vorhandensein vonventsem Nabelschnurblut (Serum, Plasma, EDTA-Vollblut)
Name der praparierenden Person
Tabelle 12: Erfassung der Daten zur Plazenta

3.25 Préparation des Gewebes

Die Entnahme der Gewebeproben erfolgte aus drei verschiedenen Regionen der Plazenta:
Nabelschnurnah, -mittig und -fern. Zusatzlich wurde eine Probe der Nabelschnur nahe des
Insertionsortes entnommen (siehe Abbildung 2). Die insgesamt vier Proben wurden in
0,9%iger Natriumchlorid-Ldsung gewaschen. Jede Probe wurde folgendermalf3en fir weitere
Untersuchungen verarbeitet. Fir die native Kryokonservierung wurde ein Viertel der
Gewebeprobe in ein mit Einbettmedium (Tissue-Tek® O.C.T.™ Compound) gefilltes
Aluminiumférmchen gegeben und unmittelbar auf Trockeneis eingefroren. Nach der
Praparation wurde das konservierte Gewebe bei -80°C eingefroren, um spater im Kryostaten
zu Kryo-Schnitten fur mégliche histologische Untersuchungen verarbeitet werden zu kbnnen.
Zusatzlich erfolgte eine Fixierung in Paraformaldehyd zur spateren Paraffineinbettung zur
Anfertigung histologischer Schnitte. Dafur wurde ein weiteres Viertel jeder Probe aufrechtin
Gewebekassetten platziert, welche bei 4°C in PFA (ROTI® Histofix 4 %) fixiert wurden. Die
Umbettung in 70% Isopropanol erfolgte nach 24-48 Stunden. Die maximale Lagerungszeit
bis zur Paraffineinbettung betrug 14 Tage bei 4°C. Die Gewebeinfiltration mit Paraffin
erfolgte automatisch in der Tissue Embedding and Histology Unit des Zentrums fir
Molekulare Medizin der Uniklinik Kéln durch den Gewebeinfiltratiomsautomat (Leica ASP
300). Am Folgetag wurde das Gewebe mit Hilfe der Paraffinausgief3station Leica EG1150- H
(Leica Biosystems) in Paraffinblocke gegossen. Pro Plazenta wurden aus dem entstandenen
FFPE-Gewebe (Formalin-fixiert und in Paraffin eingebettet) 10-20 Schnitte am Mikrotom
hergestellt. Die 3 pm dicken Paraffinschnitte wurden auf Superfrost-Objekttragern glatt
aufgezogen und fiir 48 h in einem Trockenschrank bei 45°C getrocknet. Die Objekttrager
wurden mit Nummern pseudonymisiert, um vor Beginn des Farbe- und
Auswertungsprozesses eine Verblindung zu erméglichen.

Die restlichen Gewebeproben wurden fur spéatere molekularbiologische Untersuchungen
wiederum in einen maternalen, villdsen und fetalen Bereich gedritteltund grob zerkleinert nativ
in Mikroreaktionsgefalie gegeben. Die Lagerung erfolgte ebenfalls bei -80°C.
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Abbildung 2: Vor Praparation Abbildung 3: Nach Praparation

3.2.6 Klinische Chemie: Fetales und maternales Blut

Die zuvor eingefrorenen Blutprobenwurden im Institut der Klinischen Chemie (Uniklinik K&ln)
auf verschiedene Stoffwechselparameter von Mutter und Kind untersucht. Von besonderer
Bedeutung waren Fett- und Zuckerstoffwechselwerte wie Glukose, HbAlc, HDL- und LDL-
Cholesterin, Triglyceride. Zusatzlich wurden die Inflammationsmediatoren CRP, IL-6 und IL-8
und die Leukozytenzahl analysiert. Mithilfe dieser Laborwertewurde spéater untersucht, ob eine
Korrelation mit dem Kklinischen Phanotyp der Mutter/des Neugeborenen und
molekularbiologischen sowie histologischen Veranderungen des plazentaren Gewebes
besteht. Am Folgetag der Sectio wurden auf Station weitere Dokumente zu Mutter und Kind
eingesehen: Die Angaben in Mutterpass, Geburtenprotokoll, aktuelle Laborbefundeder letzten
Blutentnahme, sowie der Neugeborenenverlegungsbericht wurden anonymisiert und
gemeinsammit den zuvor fur die Studie erhobenen Daten in Excel Gibertragen (siehe Anhang).
Im Anschluss erfolgte die Auswertung mit der Statistik- und Analyse-Software SPSS (Version
27, BM SPSS Statistics for Windows, Armonk, NY, USA). Fir die Auswertung erfuhren wir
Unterstitzung durch das Institut fir medizinische Statistik und Bioinformatik der Universitat zu
KoIn (IMSB).

3.3 Methoden der experimentellen Arbeit: Immunhistochemie

3.3.1 Vorbereitung der Gewebeproben

Die Gewebeproben stammenvon 60 humanen Plazenten, die unmittelbar nach den geplanten
Kaiserschnitten in der Frauenklinik der Uniklinik Kéln im Forschungslabor der Kinderklinik
prapariert wurden. Fur die histologischen Untersuchungen erfolgte eine Einteilung der
Patientinnenproben in  drei Untergruppen. Es befanden sich jeweils 20
Gewebeprobenuntergruppen fir IHC in den Gruppen KG, UGAD+GDM und UGAD.

Fur die immunhistologische Farbung wurde das Gewebe aus der mittigen Plazentaregion
gewahlt. Zum einen gestaltete sich an dieser Stelle die Praparation am gunstigsten, zum

anderen schafften wir dadurch in den Versuchen mdoglichst gleiche Bedingungen fur alle
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Praparate. Das Prinzip der Immunhistochemie beruht auf der Detektion von gezielten
Antigenen in Gewebeproben und Zellen. Hierfir bindet ein mono- oder polyklonaler
Primarantikorper an die Epitope der gesuchten Antigene. Dadurch entsteht eine Antigen-
Antikorper-Interaktion.’?” Durch das Einbetten des Gewebes in PFA und Isopropanol
entstehen jedoch Proteinvernetzungen durch die Bildung von Methylenbriicken (sog. ,,Cross-
Links®). Diese verdecken die darzustellenden Antigene und somit ihre Epitope, an die der
Antikdrper binden soll. Daher sind neben einer hohen Spezfitit und Affinitat des
Primarantikorpers die begleitenden Reagenzien und Puffer ebenso wichtig fir eine
erfolgreiche immunhistochemische Farbung. Sie beeinflussen die Bindung des Antikdrpers an
dessen Epitop. Durch Erhitzen und wieder Abkuhlen des Puffers (sog. Heat Induced Epitope
Retrieval) werden die Cross-Links aufgebrochen und so die gesuchten Antigene und Epitope
demaskiert, an die der Antikorper letztendlich binden kann. Dieser Prozess nennt sich Antigen-
Demaskierung. Der nun entstandene Antigen-Antikbrper-Komplex kann anschliel3end
immunhistochemisch auf verschiedene Arten visualisiert werden: Eine Moglichkeit der
Immunmarkierung stellt die direkte Konjugation von Enzymen, wie beispielsweise die
Merrettich-Peroxidasen (HRP) oder Alkalische Phosphatase (AP), mit dem spezifischen
Antikérper dar. Wir haben uns fur die indirekte Methode der Immunhistochemie entschieden,
bei welcher der spezifische Primarantikorper mit einem Sekundarantikorper konjugiert wird.
Als Sekundéarantikérper diente das Zytochem Plus HRP One-Step Polymer, welches aus
mehreren Molekilen Sekundarantikdrper besteht, an welche das Enzym Merrettich-
Peroxidasen (HRP) kovalentgebunden ist. Die farbliche Visualisierung der Antigen-Antikorper-
Komplexe erfolgt Uber eine Reaktion der Peroxidase mit einem Chromogen, wie
beispielsweise AEC (Amino Ethylcarbazol) oder DAB (Diaminobenzidin). Wir haben uns fir
die Immunmarkierung mit DAB entschieden, welches sich unter dem Lichtmikroskop braun
darstellt. Die Reaktion wird durch das Enzym HRP katalysiert: Das Substrat der Peroxidase ist
Wasserstoffperoxid, wodurch das DAB oxidiert und somit die gesuchten Strukturen spezifisch

braun angefarbt werden.

3.3.2 Immunhistochemie mit CD45

Fur die Erfassung CD45-positiver Zellen wurde ein monoklonaler, vom Hasen stammender
Primarantikorper verwendet, welcher spezifisch gegen humanes Gewebe gerichtet ist. Die
Verdinnung erfolgte 1:2000 in Antibody Diluent (DAKO). Um eine reproduzierbare
histologische Farbung und anschlie3ende quantitative Analyse der CD45-Zellendes humanen
Plazentagewebes zu ermdglichen, war die Etablierung eines mdglichst prazisen Ablaufs von
entscheidender Bedeutung. Gerade fur quantitative Analysen von immunhistochemisch
angefarbtem humanen Plazentagewebe und der Detektion von CD45+ Leukozyten gibt es
bisher nur wenige etablierte Methoden. Die Art sowie der Ablauf der Farbungen haben einen
grof3en Einfluss auf die spateren Auswertungen und Ergebnisse. Da wir samtliche Farbungen
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in mehreren Durchgéngen per Hand durchfiihrten und diese im Anschluss digitalisiert und
automatisch mit Hilfe einer Software quantifiziert wurden, war ein praziser Vorgang bei der
Farbung besonders essenziell. Die Etablierung der Farbemethode erfolgte anhand von
Testschnitten. Diese wurden aus Paraffinschnitten der humanen Plazentaproben, die zuvor
aus der Studie ausgeschlossen worden waren, hergestellt. Zur Austestung des Antikdrpers
wurde in jedem Testdurchlauf eine Negativkontrolle mitgefuhrt, welche nicht mit dem
Primarantikorper versehen wurde. Der CD45-Primarantikorper wurde immunhistochemisch
mit DAB in den Konzentrationen 1:500, 1:1000 und 1:2000 getestet. Die Farbung fiel in der
Verdinnung 1:2000 am besten aus. Die immunhistochemischen Farbungenwurden zudemin
unterschiedlichen Inkubationszeiten mit DAB sowie AEC (3-Amino-9-ethylcarbazol) getestet.
AEC ist ein chromogenes Substrat fur eine Immunfarbung mit einer Meerrettich -Peroxidase.
Nach Oxidation mit Wasserstoffperoxid nimmt es eine rote, in Wasser unldsliche, aber in
Ethanol I6sliche Farbung an. Fir die Immunhistochemie gaben wir das DAB bzw. AEC einzeln
aufdie Schnitte und stoppten die Zeit, bei der die CD45-Zellenin der Lichtmikroskopie sichtbar
wurden, ohne dass unspezifisch Hintergrundgewebe angefarbt wurde. DAB stellt sich in der
Lichtmikroskopie braun dar, AEC rétlich. Die besten Resultate ergaben sich fur das DAB mit
einer Inkubationszeit von 90 s. Zur Darstellung der Morphologie der Zellkerne werden diese
mit einem Kernfarbstoff gegengefarbt. Bei DAB wird dafiir meist Himalaun sauer nach Mayer
verwendet. Auch hier wurde das Blauen unter flieRendem Leitungswasser in verschiedenen
Inkubationszeiten getestet. Hierbei ist wichtig, dass die Zellkernfarbung die
immunhistochemische Markierung nicht tberlagert. Eine Inkubationsdauer von 4 min mit
anschlieBendem Blauen unter flieRend Leitungswasser fiir 10 min ergab sich hier als bestes
Ergebnis. Die mitgefiihrte Negativkontrolle erfolgte ohne Verwendung des Primarantikorpers.
Diese Farbung wurde anschlieBend lichtmikroskopisch auf eventuelle unspezifische braune
Anfarbung von Zellen durch das DAB sowie eine mogliche Anfarbung des Hintergrundes
untersucht.

Fur die histologischen Farbungen wurde fiir jede humane Plazenta jeweils ein 3 ym dicker
Gewebeschnitt ausgewahlt. Die Objekttrager mit den humanen Gewebeproben wurden durch
Nummern pseudonymisiert, um vor Beginn des Farbe- und Auswertungsprozesses eine
Verblindung zu ermdglichen. Pro Farbedurchgang wurden 12 randomisiert ausgewahite
Schnitte von Hand gefarbt. Jeder Durchgang beinhaltete eine Negativkontrolle, auf die kein
Primarantikérper gegeben wurde. Vor jeder Farbung erfolgte die Entparaffinierung sowie
Antigendemaskierung: Die in Farbegestelle platzierten Objekttrdger wurden dreimal fir jeweils
15 min mit dem Xylolersatzmittel Neo-Clear® entparaffiniert. Es folgte eine Hydratisierung in
absteigender Alkoholreihe (100%, 96%, 80%, 70% Ethanol) fur jeweils 1 min sowie 3 Mal 1
min in VE-Wasser. Zur Antigendemaskierung wurden die Schnitte in vorgewarmten 1x
Citratpuffer fur 25 min im Dampfgarer inkubiert, danach fir mindestens 30 min abgekuhit und
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anschlieBend kurzin VE-Wasser gewaschen. Die Durchfihrung der weiteren Schritte erfolgte
in feuchter Kammer, um ein Austrocknen der Gewebeproben zu vermeiden. Zur Minimierung
einer Anfarbung des Hintergrundgewebes, insbesondere von Erythrozyten, wurden die
Schnitte mit einem Peroxidase-Block vorbehandelt. Die endogenen Peroxidasen im
Gewebeschnitt werden durch Inkubation des Préaparates mit 3 %iger H202-L&sung inaktiviert.
Eine Harnstoff-Wasserstoffperoxidtablette wurde in 5 ml VE-Wasser aufgeldst, fir 10 min auf
den Gewebeschnitten inkubiert und diese anschlieend fur 1 min mit PBS gewaschen. Zur
weiteren Reduktion von Hintergrundanféarbungen erfolgte eine Inkubation mit Pierce SEA
BLOCK Blocking Buffer fiir 90 min. Der CD45-Primérantikdrper wurde in Antibody Diluent in
einem Verhdltnis von 1:2000 verdinnt. Auf jeden Gewebeschnitt kamen 200 pl, die
anschlieBende Inkubation erfolgte Gber 24 h bei 4°C in der feuchten Kammer. Als
Zweitantikorper fungierte der ZytoChem Plus HRP One-Step Polymer anti-Mouse/Rabbit/Rat
(ZytoMed Systems). Dieser wurde fur 30 min auf die Gewebeproben gegeben und spater fir
3 Mal 5 min mit PBS abgewaschen. Um die Antikdrper-Antigen-Reaktion sichtbar zu machen,
wurde das ImmPACT DAB-Substrate Kit (Vector Laboratories, Inc) verwendet. 3,3"-
Diaminobenzidin reagiert mit dem Enzym HRP, welches durch Oxidation des DAB einen
Farbumschlag bewirkt und sich in der Hellfeld-Mikroskopie braun darstellt. Das DAB wurde im
Verhéltnis von 1:33 mit dem ImmPACT DAB Diluent verdinnt, auf jeden Schnitt wurden 200
pl gegeben. Die Inkubationszeit betrug fur jede Probe 90 s. Die Reaktion wurde in VE-Wasser
abgestoppt. Zur Darstellung der Zellkerne wurden alle Proben fir 4 min in Hamatoxylin
(Hamalaun nach Mayer) getrankt und danach fur eine Dauer von 10 min unter flieRendem
Leitungswasser geblaut. Durch die Behandlung mit Leitungswasser wird ein hoherer pH-Wert
erreicht, wodurch der blaue Farbton entsteht. Die Dehydratisierung des gefarbten Gewebes
erfolgte in aufsteigender Ethanolreihe (70%, 80%, 96% fiir je 1 min, dann 99,8% fur 2 min). Im
Anschluss wurden die Proben im Neo-Clear® fur 2 Mal 5 min inkubiert. Als Eindeckmedium

fungierte Neo-Mount. Die fertigen Gewebeprobenwurden iber Nacht bei RT getrocknet. 128

3.33 Digitalisierung der Gewebeproben und Analyse mit QuPath

Die Objekttrager wurden im SCN400 Slidescanner mit Autoloader fiir Brightfield Images
(Leica) im 20x Objektiv eingescannt, in die Client-Server Software Omero (University of
Dundee & Open Microscopy Environment) importiert und die Daten dort gespeichert.

Die quantitative Auswertung der digitalisierten Gewebeschnitte erfolgte mit der Software
QuPath (Quantitative Pathology & Bioimage Analysis). Es erfolgte die Quantifizierung der
durchschnittlichen CD45-Zellzahl bezogen auf die erkannte Gewebeflache sowohlin um? als

auch umgerechnet in mmgz.

3.34 Erkennung und Auswahl der untersuchten Gewebeproben

Zuerst wurde fur jede Gewebeprobe die Grenzen der Gesamtflache auf dem Objekttréger

manuell markiert und als sogenannte ,Annotation”festgelegt. Das markierte Gewebe wurde
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anschlieend durch die Software in jeweils sechs identisch grof3e Areale, sog. ,Tiles" bzw.
~>amples”, unterteilt (Befehlsfunktion: 1. Analyse, 2. Tiles and Superpixels, 3. Create Tiles)
(siehe Abbildung 4). Pro Plazentaprobe analysierten wir mit Hilfe eines Zufallsgenerators
(Bennett Bock) jeweils sechs randomisiert ausgewahlte Tiles. Wiesen die ausgewahlten

Gewebeproben Artefakte wie bspw. Falten, Luftblasen, Risse auf, wurden diese Samples von
der Analyse ausgeschlossen.

Abbildung 4: Unterteilung der Gewebeproben in randomisiert ausgewahlte Tiles mittels
QuPath (Scale Bar = 2 mm)

3.35 Automatisierung der Gewebeerkennung

Die Gewebeproben wurden in mehreren Durchgangen von Hand gefarbt, wobei die Intensitét
der Farbungen heterogen ausfiel. Um eine mdglichst hohe Vergleichbarkeit zu erzielen,
fuhrten wir vor der eigentlichen Auswertung fur jede Plazenta einen Testdurchlauf in QuPath
durch, in dem die Einstellungsparameter angepasst wurden (siehe Tabelle 13). Insgesant
galtenfuralle Tilesinnerhalb einer Plazenta schlussendlich identische Programmeinstellungen
und -kriterien sowohl fir die Detektion und Erfassung des Gewebes, als auch fir die
angefarbten CD45-Zellen. Fir den Testdurchlauf wurde zuerst eine kleine Annotation in einem
fur das Gewebe représentativen Areal festgelegt. Es erfolgte die Einstellung der
Gewebeerkennung. Zur Optimierung der Vergleichbarkeit wurde stets die weile
Hintergrundflache auf dem Objekttrager von der Gewebeflache subtrahiert, sodass nur die
tatsachliche Plazentagewebeflache in die Auswertung mit einbezogen wurde (Befehlsfunktion
in QuPath: 1. analyze, 2. deprecated 3. positive pixel count). Die sog. ,Stained Pixel Area”
wurde von dem Programm in um2 angegeben. So wurde das Gewebe auf dem Objekttrager
erkannt und die weiRe Hintergrundflache und unspezfische Anfarbungen von der
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auszuwertenden Flache abgezogen. Fir jedem ,Tile“ betrug die FlachengroRe 6250000 un?
bzw. 6,25 mmz2.

Gewebeerkennung in QuPath (Stained Pixel Area)

Parameter Einstellung
Downsample factor 2

Gaussian sigma 2 um
Hematoxylin threshold (“Negative”) 0,15 OD Units
DAB threshold (“Positive”) 1 OD Unit

Tabelle 13: Beispielparameter fur die Gewebeerkennnung in QuPath

3.3.6 Automatisierung der Zellerkennung

Nach der Erkennung und Determinierung der Gewebeflache durch die Software erfolgte die
Quantifizierung der Zellzahl, welche anschlieBend auf die erkannte Gewebeflache bezogen
wurde. Vor der eigentlichen Auszahlung durch das Programm wurden auch hier in dem
Probeareal die Zellen manuell ausgezahlt und morphologische Parameter definiert, um
sicherzustellen, dass das Programmdie CD45-positiven Zellen zuverlassig erfasst. Die CD45-
Zellen wurden automatisch durch das Programm detektiert und die ermittelte Zellzahl
anschlieend auf das Gewebe in um? bezogen. Innerhalb der Annotation ermdglichte die
Funktion ,Positive Cell Detection“ eine automatische Erkennung und Auszahlung der
immunhistochemisch angefarbten Zellen. In Tabelle 14 sind die morphologischen Kriterien fur
die Zellerkennung durch das Programm beschrieben.
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CD45+ Zellen: Morphologische Kriterien fur die

Zellerkennung in QuPath

Setup parameters
(far jede Plazenta identisch)

Nucleus parameters
(far jede Plazenta identisch)

Intensity parameters
(variierte fur jede Plazenta,
innerhalb einer Plazenta fur alle
Tiles identisch)

Cell parameters (fur jede
Plazentaidentisch)

Intensity threshold
parameters

(variierte fur jede Plazenta,
innerhalb einer Plazenta fur alle
Tiles identisch)

Detection image
Requested pixel size
Background radius
Median filter radius
Sigma

Min area

Max area

Threshold

Max background intensity

Cell expansion

Score compartment

Threshold 1+
Threshold 2+

Threshold 3+

Hematoxylin OD
0,5 Mikrometer
8 um

Opm

1,5um

25

80

0,22

2
O pm

Nucleus: DAB OD mean

0,5-0,7 (variierte nach
Farbung=Limitation?)
0,4

0,6

Tabelle 14: Beispielparameter fiir ,Positive Cell Detection® in QuPath

Nach dem Probedurchlauf und der Kalibrierung der morphologischen Kriterien fur die

Zellerkennung wurden diese fur jeweils sechs randomisiert ausgewahlte Tiles innerhalb einer

Plazenta angewendet. Es wurden also
Geweberkennung, als auch fir

innerhalb einer Plazenta sowohl fir die

die Detektion der Zellen stets die identischen

Einstellungsparameter verwendet (siehe Abbildung 5).
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3.4 Methoden der experimentellen Arbeit: Molekularbiologie

341 RNA-Isolation

TRIzol® Reagent ist eine monophasische Lésung aus Phenol und Guanidiniumthiocyanat. Es
bewirkt eine starke Denaturierung von Proteinen und inaktiviert RNAsen. Bei der Lyse erhalt
TRIzol die Integritat der RNA, wahrend andere Storfaktoren wie Zellbestandteile beseitigt
werden. RNA wird im Vergleich zu DNA deutlich schneller spontan oder enzymatisch durch
RNasen hydrolysiert, welche ubiquitar vorhanden und auf3erst stabil sind. 128 Durch die Zugabe
von Chloroform und anschlieBender Zentrifguation wird die Lésung in eine wassrige und eine
organische Phase separiert. Die RNA verbleibt in der wassrigen Phase und wird mit
Isopropanol ausgeféllt. Danach wird die RNA in Nuclease freiem Wasser (DEPC-Wasser)
geldst. Im ersten Schritt wurde TRIzol zum Gewebe gegeben, umdie Zellen anzudauen. Auf
50 mg Plazentagewebe kamen 0,5 ml TRIzol. In 2 ml Mikroreaktionsgefaen, inwelche jeweils
eine sterile Edelstahlkugel gegeben wurde, wurde das Gewebe bei 30 Hz fir 40 s
homogenisiert (Schwingmile MM400, Retsch) und fir 5 min bei RT inkubiert. Im zweiten
Schritt erfolgte die Zugabe von Chloroformim Verhaltnis 100 pl Chloroform auf 0,5 ml Trizol,
welches fir 15 s gemischt und ebenfalls fir 2 bis 3 min bei RT inkubiert wurde. Durch die
Zugabe von Chloroform und Zentrifugation fur 15 min bei 4°C mit 13683 g wurde die Losung
in eine wassrige und eine organische Phase separiert. Die RNA-haltige obere wassrigen
Phase wurde in ein neues Mikroreaktionsgefal® tberfuhrt. Es folgte die Zugabe von
Isopropanol im Verhaltnis von 250 ul auf 0,5 ml TRIzol. Nach erneutem Mischen wurde das
Gewebe flr 20 min bei 4°C auf Eis inkubiert, anschlie3end fir 15 min bei 21379 g und 4°C
zentrifugiert. Das Isopropanol oberhalb der entstandenen Pellets wurde abpipettieret und die
Reste abgesaugt. Das Pellet wurde zweimal mit 75% Ethanol gewaschen, auf 0,5 ml TRIzol
kamen 0,5 ml 75% Ethanol zum Waschen. Die Probe wurde erneut fir 5 min bei 21379 g und
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4°C zentrifugiert, das Ethanol abgesaugt und das Pellet fir 30-60 min getrocknet. Im letzten
Schritt wurde das Pellet in 20-200 pl DEPC-Wasser geldst, erneut gemischt und die isolierte
RNA bei-80°C gelagert.

3.4.2 Konzentrations- und Reinheitsbestimmung der RNA

Die Menge und Reinheit der RNA in den RNA-Proben wurde spektralphotometrisch mit dem
NanoQuant infinite M200 Pro und der zugehérigen Software i-control 2.0 gemessen. Die
photometrische Analyse basiert auf den Absorptionseigenschaften von Nukleinsaure n und
Proteinen: RNA absorbiert UV-Licht mit einem Maximum von 260 nm Wellenlange (A260), bei
Proteinen liegt dieses Maximum bei 280 nm (A280). Das Photometer misst den Anteil des UV-
Lichts, der die Probe durchleuchtet und somit nicht von dieser absorbiert wird. Je mehr UV-
Licht die Probe aufnimmt und je weniger Licht sie durchlasst, desto hoher ist die RNA-
Konzentration. Der Photodetektor registriert demnach weniger UV-Lichtund es ergibt sich eine
hohere optische Dichte (OD). Die absorbierte Wellenlange wird in die RNA-Konzentration
umgerechnet:

1 OD Unit = A260 = 40 pg/ml RNA

Um zusétzlich die Reinheit der Proben zu bestimmen, wird die optische Dichte der
Nukleinsédurenin Relation zur optischen Dichte von Proteinen gesetzt (OD260/0D280). Hierflr
wird ein Quotient von 1,8-2,0 angestrebt. Vor der Messung wurden die RNA-Proben gemischt,
sowie die Blankwerte durch Zugabe von 2 pL DEPC-Wasser auf die NanoQuant Platte
gemessen. Jeweils 2 pL der RNA-Proben wurden auf die Platte aufgetragen. Ergab sich eine
OD >1, wurde die Probe verdiinnt und erneut gemessen. Es resultiert ein OD-Minimum von
0,1 und ein Maximum von 1,0. Nach erfolgter Konzentrations- und Reinheitsbestimmung
wurden die Proben bei -80°C gelagert.

3.4.3 Herstellung der cDNA (Reverse Transkription)

Die zuvor aus dem humanen Plazentagewebe isolierten RNA-Proben wurden durch einen
Prozess namens ,reverse Transkriptionzu cDNA, der komplementaren DNA, umgeschrieben.
Insgesamtwurde die RNA von 90 humanen Plazentaproben verwendet. Die mRNA-Templates
bestehen ausschliel3lich aus Exons, besitzen das Startcodon 5’AUG und enden meist mit
einem Poly-A Schwanz. Da RNA instabil ist und leicht von omnipréasenten RNasen verdaut
wird, muss sie zunachst in eine stabilere einstrangige cDNA umgeschrieben werden. Der
3’Poly-A Schwanz ist eine Sequenz, die ausschliel3lich aus Adenosin-Nucleotiden besteht,
was eine hervorragende Andockstelle fir Primer darstellt. Fir die Synthese des ersten cDNA-
Stranges werden Oligo (dT) Primer verwendet, welche an den Poly-A Schwanz des 3’Endes
der mRNA binden. Ihre Sequenz besteht aus 16 Thymidinen, welche komplementar zudem
Adenosin-Schwanz sind. Des Weiteren wurden sog. Random Primer, welche aus einer
zufalligen Kombination aller vier Basen A, C, G oder T bestehen, verwendet. Sie betragen eine

Lange von sechs bis neun Basen, welche an verschiedenen Positionen aller RNAs binden.
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Dadurch werden der Reversen Transkriptase moglichst viele Startpunkte ermdglicht. Das
Enzym MMLV-RT (Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transkriptase) ist eine RNA-
abhangige DNA-Polymerase. Sie verwendet die RNA als Template und produziert deren
komplementéare DNA. Die reverse Transkriptase bindet an die Primerregionen und iniziiert die
Synthese des komplementaren DNA-Stranges.

Fur jeden Ansatz wurde 1pg der isolierten RNA verwendet. Die RNA-Proben wurden in
MikroreaktionsgefaRen mit DEPC-Wasser gemischt. Im ersten Schritt der cDNA-Synthese
erfolgte ein DNase-Verdau: Jede Probe wurde mit je 1uL DNase-I-Puffer sowie RNase-free
DNase-| versehen, einer Endonuklease, die einzel- und doppelstrangige DNA spaltet. Die
Inkubationszeit betrug 15 min bei RT. Danach wurde die Reaktion mit je 1 pL Stop-Solution
abgestoppt. Als Stop-Solution verwendeten wir 25 mM EDTA. Im n&chsten Schritt erfolgte die
Zugabe des Mastermix A. Der Mastermix A beinhaltet Random-Primer mit 0,6 uL pro Probe,
Oligo-dT-Primer mit 0,4 uL pro Probe, sowie jeweils 4 uL DEPC-Wasser. Auf jeden Ansatz
kamen somit insgesamt5 pL des Mastermix A. Die Inkubation erfolgte bei 70°C fir 5 min, dann
wurden die Proben fir 1 min auf Eis gelagert. Im dritten Schritt vervollstandigt die DNA-
Polymerase den cDNA-Strang, indemsie die RNA als Template verwendet und dortdie dNTPs
anlegt: Der Mastermix B besteht aus der MMLV Reverse Transkriptase (DNA-Polymerase),
RNase Inhibitor, MMLV Buffer, DEPC-Wasser und dem dNTP-Mix. Der dNTP-Mix beinhaltet
wassrige Losungen aus den Nucleotiden dATP, dTTP, dCTP und dGTP. Die Reverse
Transkriptase nutzt die dNTPs fir die Synthese der komplementdren DNA aus den mRNA -
Templates. Auf jeden Ansatz kamen 10 pL Mastermix B. Es folgte eine Inkubationszeit von 60
min bei 37°C, dann ein Abstoppen der Reaktion auf Eis fur 1 min. Die fertige cDNA wurde bei

-20°C gelagert und spéter fiur die qPCR zur Amplifizierung verwendet.

3.4.4 Herstellung der Primer

Die Qualitat der gPCR hangt wesentlich von der Wahl und dem Design der Primer ab. Primer
bestehen aus kurzen, einzelstrdngigen DNA-Fragmenten, die wahrend der reversen
Transkription mit einer Zielregion des RNA-Molekils hybridisieren. Sie dienen als
Ausgangspunkt fur die DNA-Synthese durch das Enzym Reverse Transkriptase, das RNA in
komplementare DNA (cDNA) umwandelt. Bei der Erstellung mussen einige Parameter
beachtet werden: Primer sind typischerweise etwa 18-25 bp lang. Sie bestehen aus einem
Vorwarts- und einem Rickwartsprimer, die beide komplementér zu verschiedenen Regionen
des Ziel-RNA-Molekiils sind. Sie flankiert den sog. Bereich von Interesse und erméglichen es
der Reverse Transkriptase, cDNA auf eine sequenzspezifische Weise zu synthetisieren. Des
Weiteren sind die Schmelz- und Annealing-Temperatur von grof3er Bedeutung und der GC-
Anteil sollte zwischen 40-60% liegen. Auch die Sekundarstruktur sollte beachtet werden und
die Bildung von sog. Hairpins oder Dimerisierungen vermieden werden, damit der Primer nicht
an sich selbst oder andere Primer bindet. Dies wird erreicht, indem der Primer keine
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Sequenzen mit mehr als vier homologen bp beinhaltet. Die Erstellung der Primer erfolgte in
drei Schritten: Um fir das Gen von Interesse eine passende Primersequenz zu finden, musste
zunachstdie geeignete Zielsequenzbekannt sein. Um diese zu ermitteln, verwendeten wir den
UCSC Genome Browser, eine interaktive Website flir Genomanalysen, gefiuihrt von der
University of California Santa Cruz.'?® Der Genome Browser ist als Open Source frei
zuganglich und erlaubt unter anderem einen Zugriff auf Daten zu verschiedensten
genomischen Sequenzen. Das gesuchte Gen wurde in die Suchzeile eingegeben und dessen
jeweilige sog. RefSeq (Referenzsequenz) angezeigt. Aus dieser Sequenz wur den passenden
Primer mithilfe des Programms Primer Express™ Software (Applied Biosystems™ Version
3.0) erstellt. Um die Spezifitdt und Qualitat der Primer zu prifen, sollten diese mit Sequenzen
der Spezies auf Ubereinstimmung abgeglichen werden. Dies ermdglichte das Basic Local
Alignment Search Tool (BLAST) des NCBI. BLAST ist ein Algorithmus und Programm, mit dem
biologische Sequenzinformationen analysiert und verglichen werden kénnen. Auch BLAST ist

als Open Source Format frei zuganglich.

3.4.5 Effizienztestung der Primer

Die Effizienz der Primer wurde mit einer Standardreihe getestet. Daftir wurden zwei humane
Gewebeproben jeweils in Duplikaten verwendet (Plazenta 103 und 105). Sdmtliche 0.g. Primer
wurden in folgenden cDNA-Verdinnungen getestet: Unverdinnt, 1:10, 1:100, 1:1000. Im
ersten Schritt wurden die Primer, welche eine Ausgangskonzentration von 100 uM hatten, mit
HPLC-Wasser 1:10 verdunnt auf 10 uM. Je Primer wurden 10 pL GoTaq gPCR Master Mix mit
7 uL HPLC-Wasser verwendet. Je 1 pyL des Forward- und Reverse-Primers wurden
hinzugegeben. Auf jedes cDNA-Template von 1 pL kamen 19 pL des SYBR-Master Mix. Bei
den Negativkontrollen wurde anstatt der cDNA nukleasefreies Wasser verwendet. Die Platte
wurde fir 3 min bei 256 g zentrifugiert und anschlielend die qPCR unter folgenden
Bedingungen durchgeflhrt (siehe Tabelle 15).

Zyklen Temperatur Dauer Schritt

1 95°C 2 min 1. Denaturierung
40 95°C 15s 2. Denaturierung
40 60°C 60s Primer Annealing
1 95°C 15s Elongation

Tabelle 15: Bedingungen gPCR SYBR® Green

Die Effizienz der Primer wurde im Anschluss wie folgt ermittelt: Die Ct-Werte der
Verdinnungsansatze werden gegen die jeweilige DNA-Menge aufgetragen und die Steigung
der Regressionsgeraden berechnet. Daraus kanndie Effizienz mit folgender Formel berechnet
werden: 130

Efficiency (%) = (10(-1/Slope)-1)*100
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Eine Primer-Effizienz zwischen 90% und 110% gilt als akzeptabel. Des Weiteren erfolgte eine
Analyse der Schmelzkurven fir jeden Primer, um dessen Spezifitat zu testen. Dies ermdglichte
eine Differenzierung zwischen der Amplifikation der gesuchten Sequenz und Artefakten, wie
beispielsweise Dimerisierungen.

3.4.6 Verdunnung von cDNA und Housekeeping-Gen

Die reine cDNA eignet sich aufgrund ihrer hohen Konzentration oft nicht fir das empfindliche
Messverfahren der quantitativen Echtzeit-Polymerase-Kettenreakrion (quantitative
polymerase chain reaction, gPCR). Zudem wird fiir eine hohe Konzentration an cDNA auch
eine gréRere Menge von Primern benétigt, welche zu Dimerisierung neigen: Insgesamt wirde
zu viel Hintergrundsignal entstehen, um ein interpretierbares Ergebnis zu erzeugen. Ein
weiterer Vorteil der Verdinnung besteht darin, dass die Handhabung mit gro3eren Volumina
beim Pipettieren deutlich einfacher und somit weniger fehleranfallig ist. Fur die Verdiinnung
der cDNA von 1:5 verwendeten wir DEPC-Wasser. Zudem testeten wir fur die bevorstehende
gPCR verschiedene Housekeeping-Gene sowohlin der SYBR Green-Methode als auch die
Tagman-Methode. Wir entschieden uns fur die SYBR Green-Methode. Als Housekeeping-
Gene wurden jeweils als Duplikate B-Actin, HPRT und 18S-rRNA getestet. Das beste Ergebnis
erhielten wir mit 18S-rRNA, welches wir somit als Housekeeping-Gen festlegten.

3.4.7 Real-Time Quantitative PCR (SYBR Green)

Das Prinzip der Polymerase-Kettenreaktion, kurz PCR, beruht auf der Amplifizierung
bestimmter DNA-Sequenzen, wobei nur sehr wenig genetisches Material bendétigt wird. Der
PCR-Mix besteht aus einem Puffer, einer hitzebesténdigen Polymerase, der DNA-Probe sowie
deren komplementére Primer und freien Nucleotiden (dNTPs), welche von der DNA-
Polymerase als Bausteine fir die Synthese des neuen DNA-Stranges benétigt werden. Die
vier Basen Adenin, Guanin, Cytosin, Thymin sind tber eine N-glykosidische Bindung mit einem
Zucker namens Desoxyribose verbunden (Nukleosid). Ist an das Zuckermolekl dieser Einheit
eine Phosphatgruppe gebunden, so entsteht ein Nukleotid. Der PCR-Mix wird in einen
Thermocycler gegeben, in welchem die Reaktion in drei Schritten ablauft. Zuerst erfolgt die
Denaturierung bei 96°C: Der DNA-Doppelstrang wird aufgespalten, indem die
Wasserstoffbriickenbindungen gebrochen werden. Es entstehen zwei Einzelstrange. Der
2weite Schritt ist das Annealing bei 50-65°C, in welchem die Forward- und Reverse-Primer an
die jeweiligen 3"Enden der Zielsequenz binden. Der dritte Schritt beinhaltet die Elongation bei
72°C: Die DNA-Polymerase synthetisiert mit den freien Nucleotiden den neuen
komplementaren DNA-Strang. Die Real-Time PCR, auch bekannt als quantitative Echtzeit-
PCR (gPCR), ist eine Technik, die verwendet wird, um die Menge spezifischer DNA- oder
RNA-Sequenzen in einer biologischen Probe zu messen und zu quantifizieren. In einer
konventionellen PCR wird die gesuchte DNA-Sequenz amplifiziert und in einer Endpunkt-

Analyse detektiert, sprich also nach Abschluss der Reaktion. Bei der gPCR jedoch wird die
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Akkumulation des Amplifikationsprodukts durch Fluoreszenz-Reporter visualisiert und der
Progress der Reaktion nach jedem Zyklus erfasst. Die Vermehrung der DNA-Abschnitte wird
somit quantitativ in Echtzeit beobachtet: Mit jedem PCR-Zyklus verdoppelt sich im Optimalfall
die Menge des PCR-Produkts, was durch eine Intensivierung des Fluoreszenzsignals mit Hilfe
eines spezfischen fluoreszierenden Farbstoffs (SYBR Green), der an doppelstrangige DNA
bindet, gemessen werden kann. Die Intensitdt der Fluoreszenz ist direkt proportional zur
Menge der DNA in der Probe. Es entsteht die klassische gPCR-Kurve. Sie beginnt mit einer
Baseline, in der das Fluoreszenzsignal aufgrund fehlender amplifizierter DNA oder RNA
niedrig ist. Mit fortschreitenden Amplifikationszyklen beginnt die exponentielle Phase. Hier
steigt das Fluoreszenzsignal schnell an durch die signifikante Amplifikation von DNA oder
RNA. In der Plateauphase bleibt das Fluoresze nzsignal stabil oder steigt langsamer an, da die
meisten Zielsequenzen amplifiziert wurden und weitere Zyklen das Fluoreszenzsignal nicht
signifikant erhdhen. Der sog. ,,Cycle Threshold (Ct)-Wert* bezeichnet den Zyklus, in dem das
Fluoreszenzsignal einen vordefinierten Schwellenwert (, Threshold®) Gberschreitet. Durch den
Vergleich des Ct-Werts mit einer Standardkurve, die aus bekannten Konzentrationen einer
Referenzprobe generiert wird, kann eine absolute oder relative Quantifizierung der
Zielsequenz bestimmt werden. Je weniger Zyklen benétigt werden, um den Threshold zu
erreichen, desto niedriger der Ct-Wert. Ein niedriger Ct-Wert bedeutet somit eine hohe
Genexpression und vice versa. Fur die qPCR werden hauptsachlich zwei Varianten
verwendet: SYBR Green ist ein DNA-Interkalationsfarbstoff, der wahrend der PCR an jede
doppelstréangige DNAbindet. TagMan-Sondenhingegen sind spezifisch fur die Ziel-DNA- oder
RNA-Sequenz und reduzieren somit das Risiko von falsch positiven Ergebnissen. Wir haben
uns fir die SYBR Green-Methode entschieden. Fur die gPCR verwendeten wir den 7500 Real
Time PCR System Thermocycler (Applied Biosystems) mit der zugehérigen Software 7500
Software 2.0.6. Fir jede Probe wurde das Housekeeping Gen 18S als Duplikat mitbestimmt,
was einerseits der Kontrolle diente und andererseits eine Referenz zu den gemessenen
Genen ermdglichte. Insgesamtwurde die cDNA von 90 humanen Gewebeprobenals Duplikate
gemessen, welche in die drei Untergruppen GDM, Ubergewicht/Adipositas und die
Kontrollgruppe unterteilt wurden. Jede Gruppe beinhaltete 30 humane Gewebeproben. Die
Primer wurden mit HPLC-Wasser von 100 uM auf 10 uM verdinnt und der Promega SYBR-
Mix angesetzt. Wir verwendeten 96-Well-Platten. Auf jede Platte kam zusétzlich eine
Negativkontrolle aus HLPC-Wasser.
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Reagenz Volumen (ul)

GoTag gPCR Master Mix 10
HPLC H.O 7
Primer for (10 pM) 1
Primer rev (10 puM) 1
Gesamt 19
Template 1
Gesamtvolumen 20

Tabelle 16: Reaktionsvolumen pro Template

Das Volumen pro Well betrug jeweils 20 ul (siehe Tabelle 16): Auf jedes Well kamen zuerst je
1ul cDNA, dann 19ul des Mixes. Die fertig pipettierten Platten wurden mit ClearSeal Folien
verschlossen und fiir 3 min bei 256 g zentrifugiert. Lediglich die Messung der Interleukine
erfolgte bei 50 Zyklen statt 40. Um die Daten der gPCR quantitativ auszuwerten, wurden die
Ct-Werte des Zielgens mit einer Standardkurve aus bekannten cDNA-Konzentrationen
verglichen.

Fur eine quantitative Analyse der Genexpression eignete sich die relative Quantifizierung mit
der sog. AA Ct Methode, auch 2-24Ct Methode genannt. Hierbei werden die Ct-Werte des
Zielgens mit denen des Housekeeping-Gens verglichen und fir jede Probe die Differenz, der
ACt Wert, ermittelt.131

ACT (Probe) =CT (Zielgen) — CT (Referenzgen)

AnschlielRend wird der AA Ct Wert ermittelt, indem die ACt Werte der experimentellen Proben
in Relation zu den Proben der Kontrollgruppe gesetzt und auch hier jeweils die Differenz
berechnet wird:

AACt = ACt (experimentelle Probe) — ACt (Kontrolle)

Die Berechnung der relativen Unterschiede zwischen der experimentellen Gruppe und der
Kontrolle (,Ratio“) erfolgt dann mit folgender arithmetischer Formel:

Ratio = 2-24Ct

Die 2 bezieht sich auf eine 100%ige Effizienz der gPCR. In diesem Fall verdoppelt sich mit
jedem Zyklus die DNA-Produktmenge und damit auch das Fluoreszenzsignal. Als
Referenzgendiente die 18S-rRNA. Die Auswertung der einzelnen Messungen erfolgte mitdem
Tabellenkalkulationsprogramm MS Excel (Microsoft Corporation). Vor der Asnwendung der 2—
AACt Methode wurden mogliche Ausrei3er innerhalb der Gruppen mit Hilfe des sog.

3

»Ausreiller-Testnach Grubbs““identifiziert und aus der Analyse ausgeschlossen.

3.5 Statistische Analyse

Fur die Auswertung erfuhren wir Unterstitzung durch das Institut fir medizinische Statistik und

Bioinformatik der Universitat zu Kéln (IMSB).
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Fur kategoriale Variablen werden Haufigkeitstabellen mit Anzahl und fehlenden Werten
berechnet. Metrische Variablen werden in deskriptiven Ubersichtstabellen mit Anzahl,
fehlenden Werten, Mittelwert und Standardabweichung dargestellt.

Fur die statistische Auswertung der klinischen Daten, der Inflammationsmarkerim Blut sowie
der Immunhistochemie wurde eine univariate Varianzanalyse (ANOVA) durchgefihrt, da diese
den Vergleich von Mittelwerten bei mehr als zwei Gruppen ermdglicht. Die ANOVA testet, ob
ein signifikanter Unterschied der abhangigen Variable zwischen den verschiedenen Gruppen
auftritt, und zwar bei angenommener Nullhypothese (HO = Es gibt keinen Unterschied bei
mindestens zwei der verglichenen Gruppen). Wir verwendeten fur beide Methoden den Post-
Hoc-Testnach Bonferroni, welcher durch paarweise Vergleiche testet, ob Mittelwerte zwischen
jeweils zwei Gruppen statistisch signifikante Unterschiede aufwiesen. Fur die statistischen
Vergleiche wurden p-Werte kleiner als 0,05 als statistisch signifikant erachtet (d.h. a=5%). Der
Post-Hoc-Test nach Bonferronikorrigiertimplizit das Signifikanzniveau fir multiple Vergleiche.
Fur die ANOVAs werden folgende Metriken ausgegeben: Das korrigierte R?, die F-Statistik,
und der p-Wert des Modells. Das korrigierte R2 ist eine angepasste Version des R2-Werts, der
angibt, wie gut die unabhéngigen Variablen die Varianz der abhangigen Variable erklaren.
Wahrend das normale R2den Anteil der erklarten Varianzangibt, beriicksichtigt das korrigierte
R2 die Anzahl der Pradiktoren (unabhangigen Variablen) im Modell und die Stichprobengrofie.
Dies verhindert eine Uberbewertung des Modells, wenn mehr Variablen hinzugefiigt werden.
Ein hdheres korrigiertes Rz bedeutet, dass das Modell die Daten besser erklart, wahrend ein
niedrigerer Wert darauf hindeutet, dass zusatzliche Pradiktoren keinen wesentlichen Beitrag
zur Erklarung der Varianz leisten.

Die F-Statistik in der ANOVA zeigt an, ob die Mittelwerte der verschiedenen Gruppen
signifikantunterschiedlich sind, was auf einen signifikanten Effekt der unabhangigen Variablen
hinweist. Es ist mdglich, dass ein Gesamtmodell in der ANOVA signifikant ist, wahrend
einzelne Paarvergleiche im Post-Hoc-Test nach Bonferroni-Korrektur nicht signifikant sind.
Diesliegt daran, dass die Bonferroni-Korrekturdie p-Werte anpasst, umdie Wahrscheinlichkeit
von Fehlinterpretationen (Typ-I-Fehler) bei mehrfachen Vergleichen zu reduzieren, wodurch
strengere Kriterien fir die Signifikanz angewendet werden.

Far die Auswertung der Genexpression in der gPCR verwendeten wir den t-Test fir
unverbundene Stichproben und verglichen die Mittelwerte der Kontrolle vs. die der
Vergleichsgruppe. Die Mittelwerte sind die Durchschnitte der relativen Abweichung der
relativen Genexpression vom Targetgen anhand der Formel 2-24Ct, Die Mittelwerte der
Kontrolle sind per definitionem = 1, da sich die relativen Abweichungen vom Mittelwert
durchschnittlich zu 0 berechnen missen.
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4 Ergebnisse

4.1 Stichprobe und Demografie

Von den urspringlich 225 Patientinnen in der humanen Plazentakohorte wurden fir die
Analyse insgesamt 222 (89,88%) Patientinnen eingeschlossen. Ausschlussgriinde sind in
Tabelle 17 aufgelistet.

Grund n Verbleibende Félle
Kein BMI vorhanden 4(1,62%) 243
BMI<18,5 (Untergewicht) 4 (1,62%) 239
Keine Info Uber GDM 1 (0,40%) 238
BMI < 25 + GDM 16 (6,48%) 222

Tabelle 17: Ausschlussgriinde aus der Analyse

Fur die Analyse samtlicher Daten wurde die humane Plazentakohortein drei Gruppenunterteilt
(siehe Tabelle 11). Die Verteilung der Patientinnen auf die Gruppen sowie die n-Zahl und die
Anteile (%) sind in Tabelle 18 gelistet.

Gruppe Bezeichnung n (%)

1 KG 88 (39,64%)
2 UGAD 73 (32,88%)
3 UGAD + GDM 61 (27,48%)

Gesamt 222 (100%)

Tabelle 18: Gruppenbezeichnungen und -gréfi3e

Von den 222 Studienteilnehmerinnen erfiillten n=61 (27,48%) die Kriterien fur einen GDM.
Insgesamt 134 Patientinnen (n=73 UGAD + n=61 UGAD+GDM; 60,36%) wiesen Ubergewicht
und/oder Adipositas auf.

Das durchschnittliche Alter der Patientinnen lag in allen Gruppen zwischen 33 und 34 Jahren,
und der Mittelwert der gesamten Stichprobe bei 33,40 (+ 5,01) Jahren. Ebenso war die
Stichprobe hinsichtlich der Kérpergréf3e homogen (MW der gesamten Stichprobe 1,66m +
0,06m). Hinsichtlich des Gewichts wies die Gruppe UGAD+GDM den hdchsten
durchschnittlichen Wertauf (MW: 92,10 £ 19,19kg), gefolgt von der Gruppe UGAD (MW: 81,68
+ 12,27kg) und der Kontrollgruppe (MW: 61,05 + 6,77kg). Damit einhergehend fiel auch das
Geburtsgewicht in den Gruppen der UGAD und UGAD+GDM héher aus als in der KG, wobei
sich die Lange der Neugeborenen kaum unterschied (siehe Tabelle 19). Homogene Werte
2wischen den Gruppen zeigten sich ferner hinsichtlich der SSW bei Entbindung, dem
Kopfumfang und dem pH des Bluts der Nabelarterie. Numerische Differenzen lieRen sich beim
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systolischen und diastolischen RR in der Erstdokumentation feststellen, sowie auch bei der

letzten Dokumentation vor Sectio. Die inferenzielle Uberprifung dieser deskriptiven

Differenzen auf statistische Signifikanz erfolgtim anschlie Renden Kapitel.

Gruppe
Variable UGAD UGAD+GDM KG Gesamt
Anzahl 73 61 88 222
Alter (Jahren) Fehlend 0 0 0 0
MW 33,53 33,61 33,14 33,40
SD 4,99 4,76 5,25 5,01
Grolze (m) Fehlend 0 0 0 0
MW 1,65 1,65 1,67 1,66
SD 0,06 0,06 0,07 0,06
Gewichtin kg (bei Erstdokumentation) Fehlend 0 0 0 0
MW 81,68 92,10 61,05 76,37
SD 12,27 19,19 6,77 18,39
BMI (kg/m?) vor SS Fehlend 0 0 0 0
MW 29,82 33,88 21,93 27,81
SD 3,99 6,24 1,74 6,50
Systolischer RR (Erstdokumentation) Fehlend 2 0 1 3
MW 114,59 119,52 113,61 115,58
SD 12,02 14,12 10,84 12,40
Diastolischer RR (Erstdokumentation) Fehlend 2 0 2 4
MW 73,15 73,70 70,20 72,14
SD 9,09 11,26 8,16 9,50
Systolischer RR Fehlend 1 1 1 3
(letzte Dokumentation v or Sectio) Mw 120,06 120,15 115,68 118,34
SD 12,42 12,05 13,87 13,04
Diastolischer RR Fehlend 1 1 1 3
(letzte Dokumentation v or Sectio) Mw 73,39 74,82 70,95 72,81
SD 9,67 10,13 10,44 10,19
SSW bei Entbindung Fehlend 0 0 0 0
MW 39,16 39,13 39,08 39,12
SD 0,79 0,65 0,81 0,76
Geburtsgewicht (g) Fehlend 0 0 0 0
MW 3435,27 3642,64 3290,38 3434,82
SD 581,16 476,01 469,55 527,80
Geburtsgewichtin Perzentilen Fehlend 0 0 1 1
MW 50,08 62,87 41,24 50,13
SD 31,41 27,71 28,73 30,52
Geburtslange (cm) Fehlend 0 0 0 0
MW 51,92 52,77 51,47 51,98
SD 3,05 2,64 2,43 2,75
Kopfumfang (cm) Fehlend 0 0 0 0
MW 35,32 35,86 35,05 35,36
SD 1,41 1,45 1,31 1,42
Nabelarterie pH Fehlend 2 1 4 7
MW 7,33 7,31 7,33 7,32
SD 0,04 0,04 0,04 0,04
Plazentagewicht (g) Fehlend 2 0 1 3
MW 679,28 703,31 653,13 675,59
SD 163,48 144,29 139,04 149,53

MW = Mittelw ert, SD = Standardabw eichung

Tabelle 19: Deskriptive Analyse ausgewahlter Variablen zur Plazentakohorte.

MW= Mittelwert, SD = Standardabweichung.

62



4.2 Klinische Daten

42.1

Geburtsgewicht

Hinsichtlich des Geburtsgewichts zeigten sich bereits in der deskriptiven Analyse numerische

Unterschiede von bis zu ca. 3509 zwischen den Gruppen UGAD+GDM und KG. Der Mittelwert

der Neugeboreneninder Gruppe UGAD lag mit 3.435g (+ 581g) zwischen denen der Gruppen
UGAD+GDM und KG (siehe Tabelle 20).

Std.-

Anzahl Fehlend Mittelw ert Abw eichung Minimum Maximum
Geburtsgewichtin g
KG 88 0 3.290,38 469,55 2.310 4.620
UGAD+GDM 61 0 3.642,64 476,01 2.000 4.760
UGAD 73 0 3.435,27 581,16 2.100 5.275
Gesamt 222 0 3.434,82 527,80 2.000 5.275

Tabelle 20: Deskriptive Statistik - Geburtsgewichtin g

Bei der Analyse der Unterschiede zwischen den Gruppen mittels einer einfaktoriellen

Varianzanalyse (ANOVA) und anschlieRender Post-Hoc-Analyse nach Bonferroni zeigt sich

ein signifikantes Gesamtmodell (F=8,57; p<0,01) bei einem korrigiertem R?=0,06. Die

Unterschiede des Geburtsgewichts zwischen Patientinnen der Kontrollgruppe und der Gruppe

UGAD+GDM waren basierend auf der ANOVA signifikant: Beiletzterer fiel das Geburtsgewicht

um 352g statistisch signifikant hoher aus (p<0,01) als in der KG. Weitere signifikante

Unterschied lie3en sich nicht identifizieren, obgleich das Gewicht der Neugeborenen einen

Unterschied von rund 200g zwischen den Gruppen UGAD+GDM und UGAD ausmachte
(p=0,06, siehe Tabelle 21).

Post-Hoc Analyse nach Bonferroni

Mittelwertdifferenz

Std.-

95% Konfidenzintervall

() Gruppe  vs.(J) (-J)  Fehler 1. Untergrenze Obergrenze
UGAD UGAD+GDM -207,37 88,57 0,06 -421,05 6,32
KG 144,9 80,83 0,22 -50,11 339,91
UGAD+GDM UGAD 207,37 88,57 0,06 -6,32 421,05
KG 352,26" 85,07 <0,01 147,04 557,49
KG UGAD -144.9 80,83 0,22 -339,91 50,11
UGAD+GDM -352,26" 85,07 <0,01 -557,49 -147,04

Grundlage: beobachtete Mittelw erte.

Der Fehlerterm ist Mittel der Quadrate(Fehler) = 260706,252.

*. Die Mittelw ertdifferenz ist in Stufe 0,05 signifikant.

Tabelle 21: ANOVA + Bonferroni - Geburtsgewichtin g
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42.2 Systolischer Blutdruck vor Sectio

Der systolische Blutdruck bei der letzten Messung vor Sectio lag mit durchschnittlich
120,15mmHg in der Gruppe UGAD+GDM und 120,06mmHg in der Gruppe UGAD hdher als
in der Kontrollgruppe mit 115,68mmHg. Die Standardabweichungen fielen in allen drei
Gruppen mit Werten zwischen 12,05 und 13,87 mmHg ahnlich aus, was fir eine gleichstarke

Streuung des Parameters in den drei Gruppen spricht (siehe Tabelle 22).

Anzahl Fehlend Mittelwert St.d" Minimum  Maximum
Abweichung
Systolischer RR (letzte Dokumentation vor Sectio)
KG 88 1 115,68 13,87 90 142
UGAD+GDM 61 1 120,15 12,05 85 147
UGAD 73 1 120,06 12,42 90 150
Gesamt 222 3 118,34 13,04 85 150

Tabelle 22: Deskriptive Statistik - Systolischer Blutdruck in mmHg bei letzter Dokumentation
vor Sectio

Die anschlieRend durchgefiihrte ANOVA (F=3,01, p=0,05, korrigiertes R2=0,02) konnte keine
signifikanten Differenzen zwischen den einzelnen Gruppen identifizieren. Die p-Werte fur die
Differenzen zwischen UGAD und KG von 4,38mmHg sowie 2zwischen der Gruppe
UGAD+GDM und KG von 4,47 fielen beide Male nicht statistisch signifikant aus (p=0,12 bzw,
p=0,10; siehe Tabelle 23).

Post-Hoc Analyse nach Bonferroni

Mittelwertdifferenz ~ Std.- : 95% Konfidenzintervall

() Gruppe  vs. (J) (-  Fehler Sig. Untergrenze Obergrenze
UGAD UGAD+GDM -0,09 2,26 1,00 -5,54 5,35
KG 4,38 2,06 0,10 -0,59 9,34

UGAD+GDM UGAD 0,09 2,26 1,00 -5,35 5,54
KG 4,47 2,17 0,12 -0,76 9,70

KG UGAD -4,38 2,06 0,10 -9,34 0,59
UGAD+GDM -4.47 2,17 0,12 -9,70 0,76

Grundlage: beobachtete Mittelw erte.
Der Fehlerterm ist Mittel der Quadrate(Fehler) = 166,928.
*. Die Mittelw ertdifferenz ist in Stufe 0,05 signifikant.

Tabelle 23: ANOVA+Bonferroni - Systolischer Blutdruck in mmHg bei letzter Dokumentation
vor Sectio
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423 Diastolischer Blutdruck vor Sectio

Ein &hnliches Bild zeichnete sich hinsichtlich des diastolischen Blutdrucks bei der letzten
Messung vor Sectio: Abermals lagen die Werte in der Kontrollgruppe niedriger als in den
beiden Gruppen UGAD+GDM und UGAD (siehe Tabelle 24).

Anzahl Fehlend Mittelwert Abmse;[i((j:.r;ung Minimum  Maximum
Diastolischer RR (letzte Dokumentation vor Sectio)
KG 88 1 70,95 10,44 56 97
UGAD+GDM 61 1 74,82 10,13 55 102
UGAD 73 1 73,39 9,67 55 102
Gesamt 222 3 72,81 10,19 55 102

Tabelle 24: Deskriptive Statistik - Diastolischer Blutdruck in mmHg bei letzter Dokumentation
vor Sectio

Um die Unterschiede zwischen den Gruppen auf statistische Signifikanzzu analysieren, wurde
wieder eine ANOVA durchgefuhrt (F=2,76, p=0,06, korrigiertes R2=0,02). Es liel3en sich keine
signifikanten Unterschiede zwischen den dreiuntersuchten Gruppen feststellen (siehe Tabelle
25). Die p-Werte fur die Vergleiche zwischen UGAD+GDM und UGAD (p=1,00), UGAD+GDM
und KG (p=0,07) und UGAD und KG (p=0,40) fielen alle nicht unter die Bonferroni-korrigierte

Signifikanzgrenze von 5%.

Post-Hoc Analyse nach Bonferroni

Mittelwertdifferenz ~ Std.- Sig 95% Konfidenzintervall

() Gruppe  vs. (J) (-J)  Fehler " Untergrenze Obergrenze
UGAD UGAD+GDM -1,43 1,77 1,00 -5,69 2,84
KG 2,43 1,61 0,40 -1,45 6,32

UGAD+GDM UGAD 1,43 1,77 1,00 -2,84 5,69
KG 3,86 1,70 0,07 -0,23 7,96

KG UGAD -2,43 1,61 0,40 -6,32 1,45
UGAD+GDM -3,86 1,70 0,07 -7,96 0,23

Grundlage: beobachtete Mittelw erte.
Der Fehlerterm ist Mittel der Quadrate(Fehler) = 102,213.
*. Die Mittelw ertdifferenz ist in Stufe 0,05 signifikant.

Tabelle 25: ANOVA+Bonferroni - Diastolischer Blutdruck in mmHg bei letzter Dokumentation
vor Sectio

42.4 Geburtslange

Die Lange der Neugeborenen lag fur die gesamte Population bei einem durchschnittlichen
Wertvon 51,98cm (+ 2,75cm). Betrachtet man die Werte nach Gruppen, so lagen alle Werte
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nah beieinander und wiesen Abweichungen von nicht mehr als 2 cm auf.

Die

Standardabweichungenbetrugmaximal 3,05cm, und zwar in der Gruppe UGAD, wie in Tabelle

26 dargestellt.

Anzahl Fehlend Mittelwert St.d" Minimum  Maximum
Abweichung
Geburtslange (cm)
KG 88 0 51,47 2,43 45 57
UGAD+GDM 61 0 52,77 2,64 46 58
UGAD 73 0 51,92 3,05 45 62
Gesamt 222 0 51,98 2,75 45 62

Tabelle 26: Deskriptive Statistik Geburtslange (cm)

Das anschlie3end berechnete Modell der ANOVA (F=4,19, p=0,02, korrigiertes R2=0,03)

zeigte einen signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen UGAD+GDMund KG auf, wobei

die Grol3e der Neugeborenen in der Kontrollgruppe um 1,30 cm geringer ausfiel als in der

Experimentalgruppe (p=0,01). Weitere signifikante Differenzen lie3en sich nicht feststellen

(siehe Tabelle

27).

Post-Hoc Ana

lyse nach Bonferroni

Mittelwertdifferenz ~ Std.- Sig. 95% Konfidenzintervall

() Gruppe  vs.(J) (FJ)  Fehler Untergrenze Obergrenze
UGAD UGAD+GDM -0,85 0,47 0,21 -1,99 0,28
KG 0,45 0,43 0,89 -0,59 1,48

UGAD+GDM UGAD 0,85 0,47 0,21 -0,28 1,99
KG 1,30* 0,45 0,01 0,21 2,39

KG UGAD -0,45 0,43 0,89 -1,48 0,59
UGAD+GDM -1,30* 0,45 0,01 -2,39 -0,21

Grundlage: beobachtete Mittelw erte.

Der Fehlerterm ist Mittel der Quadrate(Fehler) = 7,326.

* Die Mittelw ertdifferenz ist in Stufe 0,05 signifikant.

Tabelle 27: ANOVA+Bonferroni - Geburtslange (cm)
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4.2.5

pH-Wert im Blut der Nabelarterie

Die deskriptive Analyse der Nabelarterie zeigte, dass es kaum Abweichungen zwischen den

Gruppen gab. Der durchschnittliche pH-Wert fur die gesamte Stichprobe lag bei 7,32 (+ 0,04;

siehe Tabelle 28).

Anzahl Fehlend Mittelwert St.d" Minimum  Maximum
Abweichung
Nabelarterie pH
KG 88 4 7,33 0,04 7,18 7,43
UGAD+GDM 61 1 7,31 0,04 7,16 7,41
UGAD 73 2 7,33 0,04 7,22 7,43
Gesamt 222 7 7,32 0,04 7,16 7,43

Tabelle 28: Deskriptive Statistik Nabelarterie (pH)

Die ANOVA =zeigte ein korrigiertes R2=0,04 (F=5,91, p<0,01) und somit ein statistisch

signifikantes Modell. Die Unterschiede zwischen der Gruppe UGAD+GDM im Vergleich mit

denanderenbeiden Gruppen UGAD (p=0,02) und KG (p=0,01) wiesen statistische Signifikanz

auf (siehe Tabelle 29). Im Abschnitt Diskussion wird auf diese Bedeutung und den Unterschied

von statistischer Signifikanz zu klinischer Relevanz eingegangen.

Post-Hoc Analyse nach Bonferroni

Mittelwertdifferenz

Std.-

95% Konfidenzintervall

(I) Gruppe  vs.(J) (FJ))  Fehler =9, Untergrenze Obergrenze
UGAD UGAD+GDM ,02* 0,01 0,02 0,01 0,04
KG -0,01 0,01 1 -0,01 0,01
UGAD+GDM UGAD -,02* 0,01 0,02 -0,04 -0,01
KG -,02* 0,01 0,01 -0,04 -0,01
KG UGAD 0,01 0,01 1 -0,01 0,01
UGAD+GDM ,02* 0,01 0,01 0,01 0,04

Grundlage: beobachtete Mittelw erte.

Der Fehlerterm ist Mittel der Quadrate(Fehler) = ,002.

*. Die Mittelw ertdifferenz ist in Stufe 0,05 signifikant.

Tabelle 29: ANOVA+Bonferroni - Nabelarterie (pH)
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4.2.6 Plazentagewicht

Das Gewicht der Plazenta lag mit 703,31g (+ 144,29g) am hochsten in der Gruppe
UGAD+GDM, gefolgtvon einem mittleren Wertvon 679,289 (+ 163,489) inder Gruppe UGAD.
Mit durchschnittlich 653,13g (+ 139,04g) war das Gewicht der Plazenta am niedrigsten in der
Kontrollgruppe (siehe Tabelle 30).

Anzahl Fehlend Mittelwert Abwse;[i((j:.t;ung Minimum  Maximum
Plazentagewicht in g
KG 88 1 653,13 139,04 425 1.228
UGAD+GDM 61 0 703,31 144,29 303 1.024
UGAD 73 2 679,28 163,48 331 1.094
Gesamt 222 3 675,59 149,53 303 1.228

Tabelle 30: Deskriptive Statistik Plazentagewicht (g)

Die ANOVA (F=2,07, p=0,13, Kkorrigiertes R2=0,01) konnte keine signifikanten
Gruppenunterschiede feststellen. Auch die Differenz von rund 50 g zwischen UGAD+GDM
und der KG wies mit einem p-Wert von 0,13 keine statistische Signifikanz auf, wie in Tabelle
31 dargestellit.

Post-Hoc Analyse nach Bonferroni

Mittelwertdifferenz ~ Std.- Sig. 95% Konfidenzintervalll

() Gruppe  vs. (J) (-J) Fehler Untergrenze Obergrenze
UGAD UGAD+GDM -24,03 25,98 1,00 -86,71 38,65
KG 26,15 23,80 0,82 -31,27 83,57

UGAD+GDM UGAD 24,03 25,98 1,00 -38,65 86,71
KG 50,18 24,85 0,13 -9,78 110,14

KG UGAD -26,15 23,80 0,82 -83,57 31,27
UGAD+GDM -50,18 24,85 0,13 -110,14 9,78

Grundlage: beobachtete Mittelw erte.
Der Fehlerterm ist Mittel der Quadrate(Fehler) = 22141,536.

*. Die Mittelw ertdifferenz ist in Stufe 0,05 signifikant.

Tabelle 31: ANOVA+Bonferroni - Plazentagewicht (g)

4.3 Inflammationsmarker im fetalen und maternalen Blut

Im Kapitel folgen die Analysen fir die erhobenen Inflammationsmarker im maternalen und
fetalen Blut. Das C-reaktive Protein (CRP) wurde sowohl im fetalen als auch im maternalen

Blut bestimmt, befand sich jedoch in den fetalen Proben bei sdmtlichen Messungen unterhalb
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der Nachweisgrenze von <0,6 mg/l und wurde daher nicht ausgewertet. Die Leukozyten-
Anzahl im fetalen Blutwurde nichtbestimmt. Daher werden CRP und Leukozyten nur maternal
ausgewertet, und IL-6 und IL-8 hingegen sowohl maternal als auch fetal analysiert.

43.1 CRP maternal (mg/l)

Die Werte fir CRP wurden nur bei einem Teil der Grundgesamtheit im maternalen Blut
erhoben (siehe Tabelle 32). Die Mittelwerte lagen bei 4,00 mg/l (£ 3,83 mg/l) in der KG, 3,38
mg/l (£ 3,05mg/l) in der Gruppe UGAD+GDM und bei 10,91 mg/I (+ 19,19 mg/l) in der Gruppe
UGAD.

Anzahl Mittelwert Standard- Minimum ~ Maximum
abweichung
CRP in mg/l
KG 8 4,00 3,83 1,2 12,5
UGAD+GDM 6 3,38 3,05 0,6 9,2
UGAD 7 10,91 19,91 0 55,6

Tabelle 32: Deskriptive Statistik CRP (mg/l) maternal

Bei der ANOVA (siehe Tabelle 33) war das Gesamtmodell mit einem korrigiertem R2=-0,01bei
einem Wert der F-Statistik von 0,86 (p=0,44) nicht statistisch signifikant. Dieser Analyse lagen
insgesamt n=21 Patientinnen zu Grunde. Es zeigten sich keine Differenzen der Mittelwerte
beim Post-Hoc-Vergleich znischen den einzelnen drei Gruppen. Der CRP-Wertder KG lagum
0,62mg/I niedrigerinalsin der Gruppe UGAD+GDM. In der Gruppe UGAD betrug die Differenz
auf die Kontrollgruppe +7,50 mg/l, was jedoch nach Bonferroni-Korrektur keine statistische
Signifikanz aufzeigte (p=0,80).

Post-Hoc Analyse nach Bonferroni

Mittelwertdifferenz ~ Std.- : 95% Konfidenzintervall

() Gruppe  vs. (J) (-  Fehler Sig. Untergrenze Obergrenze
KG UGAD -6,91 6,13 0,82 -23,1 9,27
UGAD+GDM 0,61 6,40 1 -16,27 17,51

UGAD KG 6,91 6,103 0,82 -9,27 23,1
UGAD+GDM 7,50 6,59 0,80 -9,87 24,93

UGAD+GDM KG -0,61 6,40 1 -17,51 16,28
UGAD -7,50 6,59 0,80 -24,93 9,87

Grundlage: beobachtete Mittelw erte.
Der Fehlerterm ist Mittel der Quadrate(Fehler) = 140,46
*. Die Mittelw ertdifferenz ist in Stufe 0,05 signifikant.

Tabelle 33: ANOVA+Bonferroni - CRP (mg/l) im maternalen Blut
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4.3.2 Leukozytenzahl maternal (x 10°/1)

Die Anzahl der Leukozyten im maternalen Blut konnte insgesamt bei 194 von 222 Patientinnen
erhoben werden. Die meisten Beobachtungen lagen in der Kontrollgruppe vor (siehe Tabelle
34). Die Mittelwerte variierten von 9,36 x 1091 (x 2,22) in der Kontrollgruppe bis hin zu 10,01 x
1091 (x 2,03) in der Gruppe UGAD+GDM.

Standard-

Anzahl Mittelwert . Minimum Maximum
abweichung
Leukozyten
(x 209/1)
KG 76 9,36 2,22 5,02 15,81
UGAD+GDM 56 10,01 2,03 5,2 16,39
UGAD 62 9,97 2,37 5,73 16,55

Tabelle 34: Deskriptive Statistik Leukozyten maternal

Bei der Leukozytenzahl zeigte sich lediglich geringe Differenzen zwischen den Mittelwerten
aller drei Gruppen. Die ANOVA (F=1,59, p=0,19, korrigiertes R2=0,01) zeigte weder im
Gesamtmodell noch in den Zwischengruppenvergleichen der Post-hoc-Analyse signifikante

Differenzen zwischen den Gruppen (siehe Tabelle 35).

Post-Hoc Analyse nach Bonferroni

Mittelwertdifferenz ~ Std.- . 95% Konfidenzintervall

() Gruppe  vs. (J) (-J) Fehler Sig. Untergrenze Obergrenze
KG UGAD -0,61 0,38 0,32 -1,53 0,3
UGAD+GDM -0,65 0,39 0,29 -1,59 0,29

UGAD KG 0,61 0,38 0,32 -0,3 1,53
UGAD+GDM -0,04 0,41 1,00 -1,03 0,95

UGAD+GDM KG 0,65 0,39 0,29 -0,29 1,59
UGAD 0,04 0,41 1,00 -0,95 1,03

Grundlage: beobachtete Mittelw erte.
Der Fehlerterm ist Mittel der Quadrate(Fehler) = 4,91.

*. Die Mittelw ertdifferenz ist in Stufe 0,05 signifikant.

Tabelle 35: ANOVA+Bonferroni - Leukozytenzahlim maternalen Blut

4.3.3 IL-6 maternal (pg/ml)

Die IL-6-Mittelwerte im maternalen Blut variierten leicht zwischen den Gruppen, wobei die
UGAD+GDM-Gruppe den hochsten Mittelwert von 4,59 aufwies, wahrend die Kontrollgruppe
und die UGAD-Gruppe ahnliche Mittelwerte von 3,64 bzw. 3,92 hatten; die
Standardabweichungen zeigten eine gréf3ere Streuung der Werte in der Kontrollgruppe und
UGAD-Gruppe im Vergleich zur UGAD+GDM-Gruppe (siehe Tabelle 36).
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Standard-

Anzahl Mittelwert . Minimum Maximum
abweichung
IL-6 (pg/ml)
KG 22 3,64 4,40 0
UGAD+GDM 17 4,59 2,79 0
UGAD 24 3,92 3,76 0

Tabelle 36: Deskriptive Statistik IL6- maternal

Die ANOVA (F=0,31, p=0,73, korrigiertes R2=-0,02) mit anschlieRender Post-Hoc-Analyse
nach Bonferroni zeigte, dass die Mittelwertdifferenzen der IL-6-Werte zwischen keiner der drei

Gruppen signifikant waren (siehe Tabelle 37). Die Mittelwertdifferenzen und die zugehdrigen

Standardfehler weisen ebenfalls darauf hin, dass die Unterschiede zwischen den Gruppen

gering waren (siehe Tabelle 37).

Post-Hoc Analyse nach Bonferroni
Mittelwertdifferenz

Std.-

95% Konfidenzintervall

() Gruppe  vs. (J) (F) Fehler S1g. Untergrenze Obergrenze
KG UGAD -0,28 1,12 1 -3,03 2,47
UGAD+GDM -0,95 1,22 1 -3,96 2,05
UGAD KG 0,28 1,12 1 -2,47 3,03
UGAD+GDM -0,67 1,20 1 -3,62 2,28
UGAD+GDM KG 0,95 1,22 1 -2,05 3,96
UGAD+GDM 0,67 1,20 1 -2,28 3,62

Grundlage: beobachtete Mittelw erte.
Der Fehlerterm ist Mittel der Quadrate(Fehler) = 14,28.
* Die Mittelw ertdifferenz ist in Stufe 0,05 signifikant.

Tabelle 37: ANOVA+Bonferroni - IL-6 im maternalen Blut

4.3.4 IL-8 maternal (pg/ml)

Tabelle 38 zeigt die deskriptiven Statistiken fur die maternalen IL-8 Werte. Die Kontrollgruppe
(n=15) hatte einen Mittelwert von 13,33 (+ 24,4), die UGAD+GDM-Gruppe (n=25) einen
Mittelwert von 9,44 (x 14,25) und die UGAD-Gruppe (n=21) lag mit einem Mittelwert von 11,43

(£ 15,77) dazwischen. Alle Gruppe hatten ein Minimum von 0, wobei die Kontrollgruppe das
hochste Maximum von 90 aufwies, gefolgt von der UGAD+GDM-Gruppe mit 64 und der

UGAD-Gruppe mit 62.
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Standard-

Anzahl Mittelwert . Minimum Maximum
abweichung
IL-8 (pg/ml)
KG 15 13,33 24,4 0 90
UGAD+GDM 25 9,44 14,25 0 64
UGAD 21 11,43 15,77 0 62

Tabelle 38: Deskriptive Statistik IL-8 maternal

Auch die ANOVA (F=0,23, p=0,79, korrigiertes R2=-0,26, siehe Tabelle 39) zu IL-8 wies keine
statistisch signifikanten Resultate des Gesamtmodells sowie der Post-Hoc-Tests auf.
Zwischen der Kontrollgruppe und der UGAD-Gruppe ergab sich eine Mittelwertdifferenz von
1,90 (x 5,99), wahrend der Unterschied zur UGAD+GDM-Gruppe 3,89 (+ 5,78) betrug. Der
Vergleich zwischen der UGAD- und der UGAD+GDM-Gruppe wies eine Differenzvon 1,99 (£
5,24) auf. Im Vergleich zu IL-6 war die Differenz zwischen der KG und den beiden
Experimentalgruppen bei diesem Mediator positiv, d.h. es lagen héhere Werte fur IL-8 in der
KG vor. Der gesamte Effekt war im Vergleich zu IL-6 exakt umgekehrt, d.h. bei IL-8 lagen die
niedrigsten Werte bei der Gruppe UGAD, gefolgt von UGAD+GDM und der KG.

Post-Hoc Analyse nach Bonferroni

Mittelwertdifferenz ~ Std.- : 95% Konfidenzintervall

() Gruppe  vs. (J) (-  Fehler Sig. Untergrenze Obergrenze
KG UGAD 1,90 5,99 1 -12,85 16,66
UGAD+GDM 3,89 5,78 1 -10,36 18,15

UGAD KG -1,90 5,99 1 -16,66 12,85
UGAD+GDM 1,99 5,24 1 -10,93 14,91

UGAD+GDM KG -3,89 5,78 1 -18,15 10,36
UGAD -1,99 5,24 1 -14,91 10,93

Grundlage: beobachtete Mittelw erte.
Der Fehlerterm ist Mittel der Quadrate(Fehler) = 313,49.

* Die Mittelw ertdifferenz ist in Stufe 0,05 signifikant.

Tabelle 39: ANOVA+Bonferroni - IL-8 im maternalen Blut

4.3.5 IL-6 fetal (pg/ml)

Die Tabelle 40 zeigt die deskriptiven Statistiken fur die IL-6-Werte im fetalen Blut. Die
Kontrollgruppe (n=36) wies einen Mittelwert von 4,64 (+ 4,06) auf, wahrend die UGAD-GDM-
Gruppe (n=22) denselben Mittelwert von 4,64 (+ 5,09) hatte. Die UGAD-Gruppe (n=31)
verzeichnete einen Mittelwert von 4,24 (+ 3,85). In allen Gruppen lag der Minimumwert bei O,
wobei die Maximalwerte zwischen 16 pg/mlund 18 pg/ml variierten.
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Standard-

Anzahl Mittelwert . Minimum  Maximum
abweichung
IL-6 (pg/ml)
KG 36 4,64 4,06 0 18
UGAD+GDM 22 4,64 5,09 0 18
UGAD 31 4,24 3,85 0 16

Tabelle 40: Deskriptive Statistik IL-6 fetal

Die ANOVA-Analyse selbst ergab einen F-Wert von 0,09 und einen p-Wert von 0,92
(korrigiertes R?=-0,02), was bedeutet, dass keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Gruppen vorhanden waren. Die Post-Hoc-Analyse nach Bonferroni (siehe Tabelle 41) zeigte,
dass die Mittelwertdifferenzen der IL-6-Werte im fetalen Blut zwischen den drei Gruppen nicht
signifikantwaren, da alle p-Werte gleich 1 waren. Zwischen der Kontrollgruppe und der UGAD-
Gruppe ergab sich eine Mittelwertdifferenz von 0,40 (+ 1,05), wahrend der Unterschied zur
UGAD+GDM-Gruppe 0,00 (x 1,16) betrug. Der Vergleich zwischen der UGAD- und der
UGAD+GDM-Gruppe wies eine Differenzvon -0,39 (+ 1,19) auf. Die Konfidenzintervalle aller
Vergleiche umfassten die Null, was darauf hinwies, dass keine signifikanten Unterschiede
2wischen den Gruppen festgestellt wurden. Der Fehlerterm, berechnet als Mittel der Quadrate

(Fehler) mit einem Wert von 18,26, unterstitzte diese Ergebnisse.

Post-Hoc Analyse nach Bonferroni

Mittelwertdifferenz ~ Std.- Sig 95% Konfidenzintervall

() Gruppe  vs. (J) (-J)  Fehler " Untergrenze Obergrenze
KG UGAD 0,40 1,05 1,00 -2,16 2,95
UGAD+GDM 0,00 1,16 1,00 -2,82 2,82

UGAD KG -0,40 1,05 1,00 -2,95 2,16
UGAD+GDM -0,39 1,19 1,00 -3,30 2,51

UGAD+GDM KG 0,00 1,16 1,00 -2,82 2,82
UGAD 0,39 1,19 1,00 -2,51 3,30

Grundlage: beobachtete Mittelw erte.
Der Fehlerterm ist Mittel der Quadrate(Fehler) = 18,26.
* Die Mittelw ertdifferenz ist in Stufe 0,05 signifikant.

Tabelle 41: ANOVA+Bonferroni- IL-6 im fetalen Blut

4.3.6 IL-8fetal (pg/ml)

In Tabelle 42 sind die deskriptiven Werte fur IL-8-Werte im fetalen Blut abgebildet. Die
Kontrollgruppe (n=22) wies einen Mittelwert von 7,86 (+ 9,22) auf, wahrend die UGAD-GDM-
Gruppe (n=27) einen Mittelwert von 7,63 (x 8,74) hatte. Die UGAD-Gruppe (n=24)
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verzeichnete einen Mittelwert von 8,38 (+ 10,85). In allen Gruppen lag der Minimumwert bei 0,

wobei die Maximalwerte zwischen 35 und 44 variierten.

Anzahl Mittelwert Stan_dard- Minimum  Maximum
abweichung
IL-8 (pg/ml)
KG 22 7,86 9,22 0 44
UGAD+GDM 27 7,63 8,74 0 43
UGAD 24 8,38 10,85 0 35

Tabelle 42: Deskriptive Statistik IL-8 fetal

Die ANOVA-Analyse selbst ergab einen F-Wert von 0,04 und einen p-Wert von 0,96
(korrigiertes R?2=-0,02), was darauf hinwies, dass keine signifikanten Unterschiede zwischen
den Gruppen vorhanden waren. Die Post-Hoc-Analyse nach Bonferroni zeigte, dass die
Mittelwertdifferenzen der IL-8-Werte im fetalen Blut zwischen den Gruppen nicht signifikant
waren. Die Mittelwertdifferenz zwischen der Kontrollgruppe und der UGAD-Gruppe lag bei -
0,51 (£ 2,84), wahrend der Unterschied zur UGAD+GDM-Gruppe 0,23 (£ 2,76) betrug. Der
Vergleich zwischen der UGAD- und der UGAD+GDM-Gruppe ergab eine Differenzvon 0,75
(£ 2,70). Die Konfidenzintervalle aller Vergleiche umfassten die Null, was bestatigt, dass keine

signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen festgestellt wurden (siehe Tabelle 43).

Post-Hoc Analyse nach Bonferroni

Mittelwertdifferenz ~ Std.- , 95% Konfidenzintervall

(I) Gruppe  vs. (J) (FJ) Fehler =10- Untergrenze Obergrenze
KG UGAD -0,51 2,84 1,00 -7,48 6,45
UGAD+GDM 0,23 2,76 1,00 -6,54 7,01

UGAD KG 0,51 2,84 1,00 -6,45 7,48
UGAD+GDM 0,75 2,70 1,00 -5,88 7,37

UGAD+GDM KG -0,23 2,76 1,00 -7,01 6,54
UGAD -0,75 2,70 1,00 -7,37 5,88

Grundlage: beobachtete Mittelw erte.
Der Fehlerterm ist Mittel der Quadrate(Fehler) = 92,58.
* Die Mittelw ertdifferenz ist in Stufe 0,05 signifikant.

Tabelle 43: ANOVA+Bonferroni - IL-8 im fetalen Blut
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4.4 Immunhistochemie

Insgesamt wurden 59 Plazenten immunhistochemisch untersucht. Diese verteilten sich
gleichermal3en auf die drei analysierten Gruppen (siehe Tabelle 44). Ebenso verhielt es sich
mit der Anzahl der Samples (siehe S.49). In der Gruppe UGAD+GDM lagen insgesamt 114
Samples vor, in der KG und der Gruppe UGAD jeweils 111. In allen 59 Plazenten konnte die
Expression von CDA45-Zellen nachgewiesen werden, sowohl im villdsen als auch im
extravilldosen Trophoblasten (siehe Abbildung 6). Gezeigt ist eine immunhistochemische
Farbung der Plazenta, bei der CD45-positive Zellen in brauner Farbe dargestellt sind. CD45
dient als Pan-Leukozytenmarker und ermdglicht den Nachweis aller Leukozyten im Gewebe.
Die violett-blauen Bereiche reprasentieren das Hintergrundgewebe, welches durch eine
Gegenfarbung hervorgehoben wurde. Die schwarzen Pfeile weisen auf spezifische CD45+
Zellen hin, die sich in verschiedenen Bereichen der villdsen Struktur befinden. Diese Zellen
sind deutlich durch die braune Farbung erkennbar und heben sich vom umgebenden Gewebe
ab. Die linke Seite des Bildes zeigt den villésen Trophoblasten, der durch seine
charakteristische Struktur gut zu erkennen ist. Auf der rechten Seite ist das extravilldse

Gewebe zu sehen, in dem ebenfalls CD45+ Zellen vorhanden sind. Diese Analyse bestatigt

die Prasenzvon Leukozyten in beiden Plazentaregionen.

N e

Abbildung 6: CD45-Zellen

Die Pfeile in Abbildung 6 verweisen auf braun angefarbte CD45-Zellen imvillésen (links, ,V*)
und extravillésen (rechts, ,EV*) Trophoblasten (Immunhistochemie). Scale bar =22 pm. Die
Rohdaten aus QuPath wurden in Excel exportiert und die ermittelte CD45 -Zellzahl auf die
analysierte Gewebeflache bezogen. Pro Plazenta wurde jeweils ein Gewebeschnitt
immunhistochemisch gefarbt und analysiert. Innerhalb eines Gewebeschnitts werteten wir
jeweils sechs per Zufall gezogene ausgewahlte Areale, sog. , Tiles®, mit QuPath aus. Ein
~>ample“ entspricht somit einem ,Tile“ aus QuPath. Jedes , Tile“ hat eine FlachengréfRe von
6,25 mm2.
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Anzahl Anzahl der

Gruppe Plazenten Anteil _ Samples Anteil
insgesamt
KG 20 34% 111 33%
UGAD 19 32% 111 33%
UGAD+GDM 20 34% 114 34%
Gesamt 59 336

Tabelle 44: Anzahl Plazenten und Anzahl der Samples nach Gruppe.

Tabelle 44 zeigt die Verteilung der Anzahl der Teilnehmerinnen und der enthommenen
Proben (Samples) nach den untersuchten Gruppen. Es wurden insgesamt 59 Plazenten von
schwangeren Frauen analysiert. Aus jeder der 59 Plazenten wurden me hrere Proben

(,Anzahl der Samples insg.“) genommen.

44.1 CD45-Hauptanalyse

Insgesamt 59 der ursprunglich 60 Patientinnenproben wurden verblindet analysiert (siehe
Tabelle 11). Eine Probe konnte aufgrund von Artefakten nicht analysiert werden und fiel somit
aus der Auswertung. Die durchschnittlich detektierte Anzahl an positiven CD45-Zellen lag am
hochsten in der UGAD-Gruppe, gefolgt von der UGAD+GDM-Gruppe. Die Spannweite der
kleinsten bis zu den gréf3ten Werten betrug fur die KG mehr als 2.000, siehe Tabelle 45.

. Standard- . )
Anzahl Mittelwert abweichung Minimum Maximum
Durchschnittlich detektierte CD45-Zellzahl
KG 20 299.09 314,24 49,00 2.149,00
UGAD+GDM 20 317,70 278,23 78,00 1.433,00
UGAD 19 334,43 215,43 74,05  1.113,89

Tabelle 45: Deskriptive Analyse der histologischen Analyse CD45 positiver Zellen in
Plazentaschnitten

Auch bei der Analyse der CD45 positiven Zellen zeigten sich weder im Gesamtmodell noch in
den Post-Hoc-Analysen nach Bonferroni statistisch signifikante Unterschiede zwischen
mindestens zwei der verglichenen Gruppen. Wie zuvor in den maternalen Serumproben von
IL-6 lag auch bei der Analyse der CD45-Zellen der Wert in der KG am niedrigsten, gefolgt von
der Gruppe UGAD+GDM und der Gruppe UGAD (siehe Tabelle 46).
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Post-Hoc Analyse nach Bonferroni

Mittelwertdifferenz ~ Std.- : 95% Konfidenzintervall

() Gruppe  vs. (J) (-J) Fehler Sig. Untergrenze Obergrenze
KG UGAD -18,61 25,336 1 -79,574 42,354
UGAD+GDM -35,34 24,851 0,468 -95,135 24,458

UGAD KG 18,61 25,336 1 -42,354 79,574
UGAD+GDM -16,73 24,97 1 -76,812 43,354

UGAD+GDM KG 35,34 24,851 0,468 -24,458 95,135
UGAD 16,73 24,97 1 -43,354 76,812

Grundlage: beobachtete Mittelw erte.
Der Fehlerterm ist Mittel der Quadrate(Fehler) = 138,51.
*. Die Mittelw ertdifferenz ist in Stufe 0,05 signifikant.

Tabelle 46: ANOVA CD45-Zellen

4.5 Genexpressionender Inflammationsmarker (RT-qPCR)

Ermittelt wurde die relative mRNA-Expression der Gene IL-6, IL10, IL-1R1, TGF- B und
MCP-1. Ebenfalls mehrfach in der gPCR getesteten Genewaren IL-8, IL-1 B und TNF- q,
diese waren jedoch in der humanen Plazentakohorte nicht auswertbar. Der Grund daftr war
vermutlich darin zu finden, dass die Primer nicht spezifisch genug fur die Zielgene waren und
somit unspezifische Produkte amplifizierten. Primer, die nicht spezifisch genug sind, fuhren
somit zu mehreren Peaks in der Schmelzkurve und machen die Ergebnisse unbrauchbar.
Eine weitere Moglichkeit fir die Unbrauchbarkeit der Gene mag in der Primer-Dimer-Bildung
liegen, da unspezifische Primer auch dazu fihren kdnnen, dass Primer-Dimere entstehen,
die ebenfalls die Analyse verfalschen.

Abbildung 7 veranschaulicht die mangelnde Auswertbarkeit anhand der Melt Curve fir TNF-
a: Abgebildet sind die Temperatur in Grad Celsius auf der X-Achse sowie die Derivative
Reporter (-dF/dT) auf der Y-Achse. Dies ist eine Messung, wie schnell die Fluoreszenz
wahrend der Temperaturerhbhung abnimmt. Die Kurve zeigt mehrere Peaks bei
verschiedenen Temperaturen, verschiedene Farben repréasentieren unterschiedliche Proben
oder Replikate. Die Peaks reprasentieren die Schmelztemperaturen der amplifizierten
Produkte. Die Prasenz mehrerer Peaks deutet darauf hin, dass mehrere verschiedene DNA-
Produkte amplifiziert wurden. Dies kann auf unspezifische Amplifikation oder Primer-Dimer-
Bildung hinweisen. Fir eine auswertbare Schmelzkurve sollte idealerweise ein einzelner, klar
definierter Peak vorhanden sein, der die Schmelztemperatur des spezfischen
Amplifikationsprodukts reprasentiert. Die Vielzahl der Peaksin dieser Grafik deutet darauf hin,
dass das Signal durch unspezifische Produkte verfalscht wurde. Die unspezifischen Peaks
kénnten darauf hinweisen, dass die Primer nicht spezifisch genug fur TNF- a sind, oder dass
die PCR-Bedingungen optimiert werden missen, um unspezifische Bindungen zu vermeiden.
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Da die Grafik mehrere Peaks aufweist, ist sie nicht auswertbar fir die Bestimmung der
relativen TNF- a Genexpression in der humanen Plazentakohorte. Dies liegt daran, dass es
schwierig ist, den spezifischen Beitrag von TNF- a von anderen unspezifischen Amplifikationen
zu unterscheiden. Um verwertbare Daten zu erhalten, kdnnte es notwendig sein, die PCR-
Bedingungen zu optimieren. Dies kdnnte Anpassungen in der Primer-Sequenz, der Annealing-

Temperatur oder der Konzentration der Reagenzien beinhalten.
Melt Curve

Derivative Reporter (-Rn))

85.0 70.0 75.0 80.0 85.0 00.0 95.0

Temperature (°C)

Legend
A B Mic Mp ME HfF Hc HH

Abbildung 7: Melt Curve TNF- a:

Die Abbildung 7 zeigt die Identifikation spezifischer Amplifikation anhand von Peak-Mustern,
hier die Schmelzkurve fir TNF-a, die verwendet wurde, um die Spezifitat der Amplifikation in
den gPCR-Experimenten zu Uberprufen. Die X-Achse stellt die Temperatur in Grad Celsius

dar, wahrend die Y-Achse die Anderung der Fluoreszenzrate (-dF/dT) zeigt. Mehrere Peaks

deuten auf unspezifische Amplifikationen hin, was auf die Notwendigkeit hinweist, die PCR -
Bedingungen oder Primer zu optimieren.
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Abbildung 8 zeigt die Melt Curve von IL-6, wobei die Achsenbeschriftungen der gleichen
Logik wie

Abbildung 7 folgen. Die Kurve zeigt einen dominanten, klar definierten Peak bei etwa 80°C.
Dies deutet darauf hin, dass es ein Hauptamplifikationsprod ukt gibt. Die verschiedenfarbigen
Proben oder Replikate weisen alle sehr ahnliche Schmelzkurven auf, was auf eine hohe
Reproduzierbarkeit hinweist. Das Vorhandensein eines einzigen, klar definierten Peaks
deutet darauf hin, dass die Amplifikation spezifisch fur das IL-6-Gen ist. Es gibt keine
Anzeichen fur signifikante unspezfische Amplifikation oder Primer-Dimer-Bildung. Die klare
Schmelzkurve zeigt, dass die verwendeten Primer sehr spezifisch fur das IL-6-Gen sind und
unter den gewahlten PCR-Bedingungen keine unspezifischen Produkte erzeugt wurden. Die
Konsistenz der Schmelzkurven tiber verschiedene Proben hinweg zeigt eine hohe
Reproduzierbarkeit der gqPCR-Ergebnisse, was auf eine robuste und zuverlassige Methode
hinweist. Diese Schmelzkurve ist auswertbar und kann zur Ermittlung der relativen IL-6

Genexpression in den untersuchten Proben verwendet werden.

Melt Curve

Derivative Reporter (-Rn)

85.0 70.0 75.0 80.0 850 0.0 95.0

Temperature (°C)

Legend
A B c D ME Hr Hc HH

Abbildung 8: Melt Curve IL-6:

Auswertung der Schmelzkurve mit einem klar definierten Peak.

Die Abbildung zeigt die Schmelzkurve der IL-6-Amplifikation in verschiedenen Proben. Der
deutlich sichtbare Peak bei etwa 80°C zeigt die spezifische Amplifikation des IL-6-Gens an,
ohne unspezifische Nebenprodukte. Die Konsistenz der Schmelzkurven tber verschiedene
Proben hinweg weist auf eine hohe Reproduzierbarkeit und Spezifitdt der verwendeten
Primer hin, was auf eine zuverlassige Genexpression hindeutet.
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Auch fir die RT-qPCR wurden die drei Gruppen KG, UGAD, UGAD+GDM untereinander
verglichen. Da die gPCR nicht fur alle Proben auswertbar war, lagen unterschiedliche
Fallzahlen fir die Analyse vor (siehe Tabelle 47). Per Formel und Definition wies die
Kontrollgruppe (n=27 fur alle Analysen) als Referenz stets einen Mittelwert von 1 auf. Im
Folgenden beziehen sich alle p-Werte auf den Vergleich mit der KG.

Fur IL-6 zeigte Gruppe UGAD+GDM (n=22) einen Mittelwert von 1,01 + 0,40 mit einem p-Wert
von 0,94 im Vergleich zur Kontrolle. Die UGAD-Gruppe (n=27) zeigte einen Mittelwertvon 1,22
+ 0,51 mit einem p-Wert von 0,18. Fur ILLR1 hatte die UGAD+GDM-Gruppe (n=22) einen
Mittelwert von 0,98 + 0,42 mit einem p-Wert von 0,93. Die UGAD-Gruppe (n=27) hatte einen
Mittelwert von 1,32 + 0,67 mit einem p-Wert von 0,15. Fur MCP-1 lag der Wert der
UGAD+GDM-Gruppe (n=22) bei einem Mittelwert von 0,99 + 0,52 mit einem p-Wert von 0,96
und war abermals nicht statistisch signifikant, ebenso wie die Differenz der Gruppe UGAD
(n=27) mit einem Mittelwert von 1,81 + 1,58 und einem p-Wert von 0,33 im Vergleich mit der
KG. Der hohe Mittelwert war durch einen einzelnen Ausrei3er bedingt, der jedoch nach
Prifung nicht durch einen Messfehler entstanden war und somit nicht von der Analyse
ausgeschlossen wurde. Fir IL-10 hatte die UGAD+GDM-Gruppe (n=19) einen Mittelwert von
0,48 £ 0,56 mit einem p-Wert von 0,15. Die UGAD-Gruppe (n=27) hatte einen Mittelwert von
1,53+ 1,73 mit einem p-Wertvon 0,37. Hinsichtlich TGF- zeigte der p-Wertvon 0,89 ebenfalls
keine statistisch signifikanten Differenzen der UGAD+GDM-Gruppe (n=22, 0,96 + 0,61) zur
KG. Die UGAD-Gruppe (n=27) zeigte einen Mittelwert von 1,09 + 0,64 mit einem p-Wert von
0,76. Tab. 47 fasst die Ergebnisse zusammen. Somit zeigte die Analyse der relativen
Genexpressionen in der RT-gPCR fur keinen Vergleich der relativen Werte zwischen Kontroll-
und Experimentalgruppen einen signifikanten Unterschied (siehe Abbildung 9).
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Abbildung 9: Mittelwerte der relativen Genexpressionen
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Anzahl Relative Std.- Std.- p-Wert*
Genexpressionim  Abweichun Fehler VS.
Vergleich zu KG g Kontroll
e
IL-6
KG 27 1,00 0,37 0,07
UGAD+GDM 22 1,01 0,40 0,09 0,94
UGAD 27 1,22 0,51 0,10 0,18
ILIR1
KG 24 1,00 1,09 0,22
UGAD+GDM 22 0,98 0,42 0,09 0,93
UGAD 27 1,32 0,67 0,13 0,15
MCP-1
KG 27 1,00 0,54 0,10
UGAD+GDM 22 0,99 0,52 0,11 0,96
UGAD 27 1,81 1,58 0,31 0,33
IL-10
KG 27 1,00 0,75 0,14
UGAD+GDM 19 0,48 0,56 0,13 0,15
UGAD 27 1,53 1,73 0,33 0,37
TGF-B
KG 27 1,00 0,61 0,12
UGAD+GDM 22 0,96 0,61 0,13 0,89
UGAD 27 1,09 0,64 0,12 0,76

Tabelle 47: RT-qPCR — Gruppenvergleiche der relativen Genexpressionen.

*t-Test flr unverbundene Stichproben: Mittelwert Kontrolle vs. Vergleichsgruppe. Mittelwerte

sind die Durchschnitte der relativen Abweichung der relativen Genexprerssion vom

Targetgen anhand der Formel 2—AACt (fUr eine detaillierte Beschreibung des Vorgehens
siehe Seite 55). Mittelwerte der Kontrolle sind per definitionem = 1, da sich die relativen

Abweichungen vom Mittelwert durchschnittlich zu 0 berechnen mussen.
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5 Diskussion

Die Assoziation zwischen Adipositas, dem Zustand der chronischen Inflammation und
Insulinresistenz ist bereits seit Jahren evident.3? Die Pathogenese der durch Adipositas
verursachten Insulinresistenzist in vielen Aspekten dennoch weiterhin unklar. Derzeit liegt der
Fokus des Grol3teils wissenschaftlicher Studien zu diesem Thema auf der Inflammation des
Fettgewebes selbst, welche dort zu einem bedeutenden Anteil von Makrophagen initiiert
wird.133 Der inflammatorische Zustand ist jedoch nicht lokal auf das Fettgewebe begrenz,
sondern bedingt generalisiert Veranderungen in anderen Organen wie bspw. der Leber, des
Muskelgewebes und des Pankreas. Uber potentielle Veranderungen der Plazenta als
temporar angelegtes Organ sowie die Auswirkungen von Ubergewicht und Insulinresistenz
wahrend und nach der Schwangerschaft ist bisher wenig bekannt.'3* Der Einfluss des
maternalen BMI und eines Gestationsdiabetes auf Inflammationsmarker in maternalem und
fetalemBlut sowie die Analyse des humanen Plazentagewebesinnerhalb einer Kohorte wurde
bisher unzureichend untersucht. Eine Mehrzahl der Experimente zu plazentaren
Veranderungen von Inflammationsmarkern fand bisher an Mausmodellen unter
Laborbedingungen statt. In dem hier vorliegenden Projekt untersuchten wir den Einfluss
maternalen Ubergewichts und Gestationsdiabetes auf die quantitative Veranderung
proinflammatorischer Faktoren sowohl auf lokaler Ebene in der Plazenta als auch systemisch
in maternalem und fetalem Blut.

Im Folgenden werden die Methodik der Arbeit sowie die Ergebnisse aus dem vorausgehenden
Kapitel kritisch reflektiert, diskutiert und wissenschaftlich kontextualisiert.
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Patientinnenkollektiv

Ein potentieller Schwachpunkt ist die Rekrutierung der Patientinnen kurz vor dem geplanten
Kaiserschnitt. Dies kdnnte zu einer Selektionsverzerrung fiihren, da nur Frauen, die fur einen
geplanten Kaiserschnitt vorgesehen sind, eingeschlossen wurde n. Ungeplante Kaiserschnite
und naturliche Geburtenwurden aus organisatorischen Griinden und mangelnder Planbarkeit
nicht berucksichtigt. Des Weiteren ist die Plazenta aus einer Spontangeburt nicht mit einer
Plazenta aus einer geplanten Sectio vergleichbar: Bei der Geburtseinleitung spielen unter
anderem inflammatorische Prozesse in der Plazenta eine sehr wichtige Rolle. Aus diesem
Grund wurden nach Rekrutierung alle Studienteilnehmerinnen erneut kontrolliert und
potentielle sekundare Sectiones ausgeschlossen.

Daher ist die Generalisierbarkeit der Ergebnisse einschrankt. Diesen Aspekt gilt es fur die
weiteren Punkte der Diskussion insbesondere dann zu bedenken, wenn die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit mit anderen wissenschaftlichen Erkenntnissen verglichen werden. Ein
weiterer Punkt, der zu einer Selektionsverzerrung fihren kdnnte, ist die Tatsache, dass in
dieser Studie ausschlief3lich Probandinnen eingeschlossen wurden, die an einer Uniklinik,
sprich einem Krankenhaus der Maximalversorgung entbunden haben, an dem die Anzahl
.komplizierter” bzw. sog. ,Risikoschwangerschaften®“tendenzell hoher ist, als an regionalen
Krankenh&ausem. Fur eine genauere allgemeine Reprasentierbarkeit hatten daher nicht eine,
sondern mehrere Kliniken in die Studie einbezogen werden muissen, was jedoch aus
logistischen Grunden nicht moglich war. Positiv hinsichtlich der Heterogenitat der Stichprobe
ist hervorzuheben, dass es sich bei den werdenden Muttern um ein sehr heterogenes
Probandinnenklientel mit unterschiedlichsten Lebensbedingungen, Voraussetzungen und
,Lifestyle“-Aspekten, wie beispielsweise Ausibung eines Berufes wahrend der

Schwangerschaft, Erndhrung, Sport, sowie Medikamenteneinnahme handelte.

Geburtsgewicht

Die Analyse des Geburtsgewichts zeigte signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen.
Neugeborene aus der Gruppe UGAD+GDM hatten ein signifikant héheres Geburtsgewicht im
Vergleich zur Kontrollgruppe (KG). Gleichzeitig bestand kein Unterschied zwischen den KG
und UGAD-Teilnehmerinnen bzgl. des Geburtsgewichts ihrer Kinder. Dies steht im Einklang
mit der Literatur, die darauf hinweist, dass Gestationsdiabetes und Ubergewicht der Mutter zu
einer erhdhten fetalen Wachstumsrate fiihren kénnen.13% Der Unterschied von etwa 350 g ist
klinisch relevant, da ein hodheres Geburtsgewicht mit einem erhohten Risiko fir
Geburtskomplikationen und spaterer Adipositas im Kindesalter assoziiert ist. 136

Dieses erhdhte Geburtsgewicht kdnnte auch langfristige metabolische Auswirkungen haben,
die das Risiko fur Typ-2-Diabetes und das metabolische Syndrom im spateren Leben des
Kindes erhdhen. Studien haben gezeigt, dass ein héherer Sauerstoffbedarf des Fetus zu
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intrauteriner Hypoxie fuhren kann, was schwerwiegende Folgen bis hin zum Fruchttod haben
kann.®® Nach der Geburt sind Kinder von Muittern mit GDM aufgrund der erhéhten
Insulinspiegel im Mutterleib h&aufiger von Hypoglykamien und Elektrolytstérungen betroffen,
was ihre frihkindliche Gesundheit weiter belastet. 38 Nicht nur kurzfristige Effekte lassen sich
identifizieren, denn langfristig erhoht sich bei diesen Kindern das Risiko, bereits in jungen
Jahren Diabetes mellitus zu entwickeln, insbesondere bis zum Alter von 22 Jahren, wie
retrospektive Studien belegen.*® Darlber hinaus beginstigt eine Fehlregulation der
neuroendokrinen Systeme und des Pankreas bei diesen Kindern die Entwicklung von
Adipositas und dem metabolischen Syndrom, was die Bedeutung einer sorgfaltigen
Uberwachung und Behandlung von GDM und maternaler Adipositas wahrend der
Schwangerschaft unterstreicht .41

Blutdruck

Die Analyse des systolischen und diastolischen Blutdrucks vor der Sectio ergab keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen. Dies deutet darauf hin, dass weder
Ubergewicht/Adipositas noch GDM einen signifikanten Einfluss auf den Blutdruck unmittelbar
vor der Geburt hatten. Diese Ergebnisse stehenim Widerspruch zu einigen Studien, die einen
Zusammenhang zwischen Gestationsdiabetes und erhéhtem Blutdruck gefunden haben. So
konnten Yamamoto et al. (2018) ebendies in einem systematischen Review zeigen.¥
Mdglicherweise konnte die Kontrolle und Behandlung (,Lifesytle-Anderungen“ wie
Ernahrungsumstellung und korperliche Aktivitat, sowie Insulintherapie des Gestationsdiabetes
in der untersuchten Kohorte zur Normalisierung des Blutdrucks beigetragen haben. Da Kinder
von Mittern mit Schwangerschaftsdiabetes ein erhdhtes Risiko vorweisen, selbstin den frihen
Lebensjahren Bluthochdruck oder Ubergewicht zu entwickeln, hat der Bluthochdruck fiir die
Mutter kritische Relevanz und es sollte das Ziel sein, Blutzuckerwerte im Normbereich zu
halten.

Inflammationsmarker im mutterlichen & fetalen Blut

Die Analyse der Inflammationsmarker IL-6 und IL-8 sowohlim maternalen als auch im fetalen
Blut zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen. Dies deutet darauf hin,
dass keine der untersuchten Frauen eine Inflammation aufwies, da die gemessenen Werte im
Normbereich lagen. Fir den Fetus existieren keine etablierten Normwerte, jedoch zeigen die
Ergebnisse, dass die Werte in den Gruppen UGAD und UGAD+GDM nicht von denen der
Kontrollgruppe abwichen. Diese Beobachtung steht im Widerspruch zu einigen Studien, die
erhohte Entziindungsmarker bei Gestationsdiabetes oder Ubergewicht (maternal und fetal)
gefunden haben.138 Die fehlende Signifikanz kbnnte durch die relativ kleine Stichprobengrofe
und die hohe Variabilitat der Entzindungsmarker innerhalb der Gruppen erklart werde n.
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Obwohl in unserer Studie keine signifikanten Unterschiede in den IL-6-Levels zwischen den
Gruppen festgestellt wurden und die Werte im Normbereich lagen, kénnte die Beobachtung
der IL-6-Levels dennoch von klinischer Relevanz sein. In der Literatur ist bekannt, dass
erhohte IL-6-Serumkonzentrationen mit einer Insulinresistenz bei Diabetes mellitus Typ 2
assoziiert sind. In friheren Studien konnte der monoklonale IL-6-Rezeptorantikorper
Tocilizumab (bei nicht schwangeren Probandinnen) eine Reduktion der Insulinresistenz
bewirken.13 Diese Erkenntnisse stiitzen die Hypothese, dass IL-6 auch bei Gestationsdiabetes
eine Rolle spielen kénnte. Die fehlende Signifikanz in unserer Studie kdnnte auf die begrenze
Stichprobengréfl3e und die damit verbundene Variabilitét der Daten zurtickzufiihren sein, was
durch die hohen Standardabweichungen der Mittelwerte (siehe Tabelle 36) unterstrichen wird.
Weitere Untersuchungen mit gro3eren Stichproben sind notwendig, um festzustellen, ob
subtile Erhhungenvon IL-6 Kklinisch relevante Effekie bei Gestationsdiabetes haben kdnnten.
Auch die Ergebnisse von Lappasetal. (2004)140 zeigten keinen Unterschiedin der Freisetzung
von IL-8 und IL-6 aus Plazenta-, Fett- und Skelettmuskelgewebe von Frauen mit GDM im
Vergleich zu normal Schwangeren. “°Entziindungen gegen Ende der Schwangerschaft
nehmen generell zu, was Unterschiede zwischen normalgewichtigen und adipdsen
Schwangeren Uberdecken kann. Dies gilt besonders im dritten Trimester, wenn entztindliche
Prozesse naturlicherweise verstarkt werden, um den Geburtsprozess einzuleiten. Mehrere
Studien haben gezeigt, dass in der spaten Schwangerschaft die Entziindungsreaktionen in
verschiedenen BMI-Gruppen einheitlich eleviert sein kdnnen, wodurch die Unterschiede, die
friher in der Schwangerschaft sichtbar waren, schwerer zu erkennen sind. Dies deutet darauf
hin, dass der Zeitpunkt der Probenentnahme entscheidend ist, und dass in dieser Studie die
spate Schwangerschaftsphase moglicherweise zu den nicht signifikanten Unterschieden
beigetragen hat. 141

Die Analyse des C-reaktiven Proteins (CRP) im maternalen Blut ergab keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Gruppen Kontrollgruppe (KG), UGAD+GDM und UGAD. Die
Ergebnisse unserer Studie stehen somitim Gegensatz zu einigen fritheren Untersuchungen,
die erhohte CRP-Werte bei Schwangeren mit Gestationsdiabetes oder Ubergewicht
dokumentierten. Beispielsweise fanden Rethakaran et al. (2003) erhohte CRP-Werte bei
Frauen mit Gestationsdiabetes, was auf eine systemische Entzindungsreaktion hinweist. 42
Ebenso berichteten Brown et al. (2013), dass erhohte CRP-Konzentrationen mit einem
erhdhten Risiko fir hypertensive Schwangerschaftserkrankungen und weitere
Schwangerschaftskomplikationen verbunden sind. 14

Die fehlende Signifikanz in unserer Studie kdnnte auf die kleine Stichprobengréf3e und die
hohe Variabilitat der CRP-Werte innerhalb der Gruppen zuriickzufihren sein, denn in Summe
lagen dieser Analyse Uber alle drei Gruppen lediglich n = 21 Beobachtungen vor. Es wurde
zwar a priori keine formelle Fallzahlplanung firr die Untersuchung durchgefiihrt, jedoch liegt
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die Vermutung nahe, dass bei solch niedrigen Probandinnenzahlen die statistische
Belastbarkeit der Ergebnisse nur eingeschréankt gegeben ist. Dies &uf3ert sich auch in der
hohen Standardabweichung, insbesondere in der UGAD-Gruppe (£ 19,91mg/l), siehe Tabelle
32.

Eine mogliche Erklarung fur die unterschiedlichen Ergebnisse im Vergleich zu anderen Studien
konnte in den spezifischen Methodiken und den angewendeten Ein- und Ausschlusskriterien
liegen. In unserer Studie wurden nur Frauen mit unkomplizierten Schwangerschaften und
einem geplanten Kaiserschnitt zwischen SSW 35+0 und 41+6 eingeschlossen. Dadurch
wurden moégliche Confounder von vornherein ausgeschlossen. Dies konnte die Homogenitat
der Stichprobe erhdht, aber auch die Detektion von subtileren Unterschieden zwischen den
Gruppen erschwert haben.

Gleichzeitig konnten variablere Definitionen und Messmethoden zur Diagnose von
Gestationsdiabetes und Ubergewicht zu den unterschiedlichen Ergebnissen gefuihrt haben.
Wahrend einige Studien strengere Kriterien und spezifischere diagnostische Tools
anwendeten, konnte unsere Studie aufgrund breiterer Einschlusskriterien eine hdhere
Variabilitatin der Probandenauswahlaufweisen. Beispielsweise war der BMI in unserer Studie
nur ein Aspekt der Einschlusskriterien, und es wurden keine zusatzlichen metabolischen
Marker wie beispielsweise ein aktueller Lipidstatus zur weiteren Klassifizierung der
Probandinnen verwendet. Diese Unterschiede in den methodischen Ansatzen und
diagnostischen Kriterien kdnnten zu den abweichenden Ergebnissen im Vergleich zu anderen
Studien beigetragen haben.

Es bleibt die Mdglichkeit bestehen, dass CRP bei einer gro3eren und homogeneren
Stichprobe signifikante Unterschiede aufzuzeigen vermag. CRP ist bekannt dafur, bei
verschiedenen inflammatorischen und metabolischen Stérungen erhéht zu sein und kdénnte
potenziell als Marker fir die Risikoabschiatzung und das Management von
Schwangerschaftskomplikationen dienen. Daher sollte die ausbleibende statistische
Signifikanz in unserer Studie nicht damit gleichgesetzt werden, dass die identifizierten
Unterschiede keine klinische Relevanz bedeuteten.

Ein Marker, der in einigen Studien als potenziell besserer Entziindungsmarker als CRP bei
Schwangerschaftskomplikationen wie beispielsweise Infektionen dienen kdnnte, ist das
Procalcitonin.”” Procalcitoninist ein Marker, der spezifischer auf bakterielle Infektionenreagiert
und in bestimmten Situationen sensitiver sein konnte als CRP. Es hat auch eine Rolle bei der
Beurteilung von schweren systemischen Entziindungen und Sepsis gezeigt, was seine
potenzielle Nitzlichkeit bei der Risikoabschatzung wahrend der Schwangerschaft
unterstreicht. Procalcitonin konnte in bestimmten klinischen Szenarien bessere pradiktive
Werte als CRP aufweisen und ist daher in Erwagung zu ziehen.
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In einer retrospektiven Analyse von Ma et al. (2019) wurde der Effekt von GDM auf die
quantitative Expression von Procalcitonin im dritten Trimenon untersucht. Es konnte gezeigt
werden, dass das Baseline Level von Procalcitonin im mutterlichen Blut, nicht aber im
Nabelschnurblut erhéht war144

Es bietet sich an zu prifen, ob dieser Marker in zukinftigen Studien eine bessere Sensitivitét

und Spezifitdt bieten kénnte.

Klinische Daten im Blut

In der vorliegenden Studie wurden die Inflammationsmarker im Serum nur einmalig kurz vor
der Sectio bestimmt. Diese Methode ermdglicht lediglich eine Momentaufnahme des
inflammatorischen Status und konnte dynamische Veréanderungen wahrend der
Schwangerschaftund der postpartalen Phase tibersehen. Christian und Porter (2014) betonen
die Bedeutung der longitudinalen Bestimmung von Inflammationsmarkern im Serum, um die
Veradnderungen Uber die gesamte Schwangerschaft hinweg und im Wochenbett zu
erfassen.'#> lhre Untersuchung zeigt, dass sich die Serumkonzentrationen
proinflammatorischer Marker im Verlauf der Schwangerschaft und nach der Geburt signifikant
andern, und diese Verdnderungen stark vom mutterlichen BMI beeinflusst werden. Die
einmalige Messung in unserer Studie kénnte daher wichtige zeitliche Variationen und
potenzielle Zusammenhange zwischen BMI und inflammatorischen Reaktionen nicht

vollstandig erfassen.

Zukinftige Studien sollten daher eine longitudinale Designstrategie anwenden, um die
dynamischen Veranderungen der Inflammationsmarker Uber die gesamte Dauer der
Schwangerschaftund dartiber hinaus zu erfassen. Dies wilrde ein umfassenderesVerstandnis
der inflammatorischen Prozesse ermdéglichen und kdnnte helfen, spezifische Zeitpunkte zu

identifizieren, an denen das Risiko fir Schwangerschaftskomplikationen erhéht ist.

Plazentagewicht

Das Plazentagewicht war in der Gruppe UGAD+GDM tendenziell hoher als in der KG und der
UGAD-Gruppe, jedoch ohne statistische Signifikanz. Ein hoheres Plazentagewicht bei
Gestationsdiabetes kénnte einerseits durch Insulin als Wachstumsfaktor bedingt sein, oder
auch auf adaptive Veranderungen der Plazenta hinweisen, um den erhéhten Nahrsto ffbedarf
des Fetus zu decken.34 Dass die Differenz von rund 50 g Plazentagewicht zwischen den
Gruppen UGAD+GDM (703,31 g + 144,29 g) und der Kontrollgruppe mit durchschnittlich
653,13 g (£ 139,04 g) nicht signifikant ausfiel, konterkariert nicht zwangslaufig die klinische
Relevanz dieses Befundes. Immerhin handelt es sich bei der Differenz um einen
Gewichtsunterschied von rund 7%. Abermals gilt es die grof3e Streuung der Werte zu
bertcksichtigen, da sich die Werte aller Patientinnen Uber alle Gruppen hinweg von 303 g bis
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hin zu 1.228 g streckten. Eine mdgliche Fehlerquelle in unserer Studie kdnnte darin liegen,
dass wir teilweise Eihaute der Plazenten in das Plazentagewicht einbezogen haben. 14214377

Immunhistochemie und CD45+ Hauptanalyse plazentaren Gewebes

Die immunhistochemische Analyse der Plazenten imvilldsen Anteil zeigte keine signifikanten
Unterschiede in der Anzahl der CD45+ Zellen zwischen den Gruppen. Diese Ergebnisse
stimmen mit einigen Studien Uberein, die keine signifikanten Unterschiede in der
Immunzellinfiltration in der Plazenta bei Ubergewicht und/oder GDM fanden.146

Die Ergebnisse unserer Studie stehenim Einklang mit einigen friheren Untersuchungen, die
keine signifikanten Unterschiede in der Immunzellinfiltration in der Plazenta bei Frauen mit
Gestationsdiabetes fanden. Bowen et al. (2002) berichteten, dass die Rolle von Zytokinen und
Immunzellen in der Plazenta komplex ist und stark von der spezifischen Pathologie und den
individuellen Unterschieden abhangt. In ihrer Studie wurde kein signifikanter Unterschied in
der Immunzellinfiltration zwischen normal Schwangeren und Frauen mit Gestationsdiabetes

gefunden.'#” Nogues et al. fanden in humanen Plazenten adiptser Frauen, welche ebenfalls
nach elektiven Sectiones untersucht wurden, eine erniedrigte Leukozyteninfiltration.®* Im

Gegensatz dazu fanden einige Studien erhohte Immunzellzahlen in Plazenten von Frauen mit
Gestationsdiabetes. Lappas et al. (2011) berichteten, dass oxidative Stressmarker und
entzindliche Zytokine, einschlie3lich CD45+ Zellen, in Plazenten von Frauen mit
Gestationsdiabetes erhoht waren.148 Diese Studie untersuchte ebenfalls Term-Plazenten,
jedoch wurden spezifische Subpopulationen von Leukozyten, wie T-Lymphozyten und
Makrophagen, genauer differenziert und analysiert. Diese Unterschiede in den publizierten
und unseren Ergebnissen kdnnten auf methodische Unterschiede, wie die Wahl der Zellmarker
und derverwendeten Antikérper, oder auf die Auswahlkriteriender Patientinnen, einschlief3lich
des Gestationsalters, zuriickzufiihren sein.

Beide zitierten Studien, Bowen etal. (2002) und Lappasetal. (2011), konzentrierten sich dabei
auf verschiedene Regionen der Plazenta, einschliel3lich des basalen und chorionischen
Anteils, wahrend unsere Studie den villdsen Anteil untersucht hat. Diese unterschiedlichen
Untersuchungsregionen kdnnten zu den unterschiedlichen Ergebnissen in der
Immunzellinfiltration beigetragen haben, da die Zellpopulationen in diesen Regionen variieren
kénnen. Weiterhin spielt der Zeitpunkt der Probenentnahme eine Rolle. Studien, die Proben
aus verschiedenen Schwangerschaftsphasen (z.B. frihes vs. spétes drittes Trimester)
analysieren, konnten unterschiedliche Inflammationsmuster aufweisen, was sich auf die
Anzahl der detektierten Immunzellen auswirkt.

Ein weiterer Aspekt ist die Tatsache, dass wir mit dem CD45-Oberflachenmolekil als Pan-
Leukozytenmarker samtliche Leukozyten quantitativ erfassten, jedoch nicht die jeweiligen

Subpopulationen und deren prozentualen Anteil, wie beispielsweise regulatorische T-
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Lymphozyten (sog. ,Treg-Zellen®), NK-Zellen und Makrophagen: In einem Reviewvon Luccia
et al. (2020) wurden insgesamt 18 Studien verglichen, die verschiedene Leukozyten-
Subpopulationen quantitativ analysierten. Auch hier waren die Ergebnisse allerdings
kontrovers: Diese Kontroversen kdonnten auf die Vielfalt der methodischen Ansatze, die
Heterogenitat der untersuchten Populationen und die unterschiedlichen Zeitpunkte der
Probenentnahme zurtickzufiihren sein. Beispielsweise kdnnte die Entnahme der Proben am
Termin die Unterschiede verwischt haben, die in friheren Stadien der Schwangerschaft
maoglicherweise deutlicher ausgepragt waren.'4° Der CD45-Marker, den wir verwendet haben,
deckt eine breite Palette von Leukozyten ab, darunter T-Lymphozyten, B-Zellen, NK-Zellen
und Makrophagen. In Studien wie der von Lappas et al. (2011) wurden spezifischere Zelltypen
wie Makrophagen und T-Lymphozyten untersucht, was moglicherweise zu einer héheren
Sensitivitat bei der Erfassung von Entziindungsreaktionen gefiihrt hat. Es kbnnte sinnvoll sein,
zukinftige Analysen auf spezifische Leukozyten-Subpopulationen zu fokussieren, um
differenziertere Aussagen Uber die Immunzellinfiltration treffen zu kénnen.

Aus der wissenschaftlichen Literatur zum Thema ist bekannt, dass Zytokine wie IL-6 und IL-8
eine entscheidende Rolle bei der Geburtseinleitung spielen .5 IL-6 beispielsweise ist stark mit
der Stimulierung von Prostaglandinen und Oxytocin verbunden, welche fir die Wehentatigkeit
und den Geburtsvorgang essenziell sind. Ebenso st IL-8 fir die Neutrophilenanreicherung und
den Abbau der extrazellularen Matrix wahrend der Zervixreifung und dem Einsetzen der
Wehen verantwortlich.'>! Diese zytokinvermittelten Prozesse fihren zu einer physiologischen
Inflammation zum Ende der Schwangerschaft, welche notwendig ist, um den Geburtsprozess

Zu initileren.

In Bezug auf unsere Studie konnte diese physiologische Inflammation erklaren, warum keine
signifikanten Unterschiede in der Immunzellinfiltration zwischen den Gruppen festgestellt
wurden. Da die Inflammation eine natirliche und notwendige Rolle zum Ende der
Schwangerschaft spielt, konnten die Unterschiede zwischen normalgewichtigen und adipdsen

Schwangeren zu diesem Zeitpunkt Uberdeckt werden. 145

Genexpressionen von Inflammationsmarkern im plazentaren Gewebe (QPCR)

Die Analyse der mRNA-Expression der Gene IL-6, IL-10, IL-1R1, TGF-B und MCP-1 im
villosen Anteil der Plazentaproben zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Gruppen Kontrollgruppe und UGAD sowie KG und UGAD+GDM. Die Mittelwerte der

Genexpressionen lagen in der UGAD+GDM-Gruppe und der UGAD-Gruppe nahe an den
Werten der Kontrollgruppe, wobei keine statistisch signifikanten Abweichungen festgestellt
wurden. Die Werte der Gruppe UGAD+GDM befanden sich mit der Ausnahme von IL-10

durchweg nah am Richtwert der Kontrollgruppe von 1.

89



Im Falle der Genexpression von IL-10 der Gruppe UGAD+GDM lag die Fallzahl mit n=19 am
niedrigsten fur alle Vergleiche. Dieser Anzahl an Beobachtungen kann fir die vorliegende
Analyse eine ausreichend robuste Aussagekraft attestiert werden, da die Streuung, gemessen
durch die Standardabweichung, gering ausfiel (siehe Tabelle 47). Somit sind die im Folgenden
gezeigten Ergebnissen methodisch belastbar.

Die Ergebnisse unserer Studie stimmen mit einigen friheren Untersuchungen tberein, die
keine signifikanten Unterschiede in der Expression von Inflammationsmarkern bei
Gestationsdiabetes fanden. Beispielsweise berichteten Braga et al. (2019), dass die
Expression von IL-6 und anderen proinflammatorischen Zytokinen in Plazenten von Frauen
mit Gestationsdiabetes nicht signifikant hoher war als in Plazenten von gesunden
Schwangeren.152 Auch Kretschmer et al. stellten in Mausen keine gesteigerte IL-6 mMRNA
Expression in Plazenten adipdser Mausmodelle fest.152 Nogues et al. fanden in humanen
Plazenten adiptser Frauen, welche ebenfalls nach elektiven Sectiones untersucht wurden,
eine erniedrigte IL-6 Expression.* Diese Ergebnisse kénnten darauf hinweisen, dass die
Inflammationsreaktion in der Plazenta bei Ubergewicht und Gestationsdiabetes nicht stark
ausgepragt ist oder durch andere Faktoren moduliert wird. Im Gegensatz dazu fanden einige
Studien erhdhte Expressionslevel von proinflammatorischen Zytokinen bei Frauen mit
Gestationsdiabetes. Mrizak et al. (2014) berichteten, dass die Expression von IL-6 in
Plazenten von Frauen mit Gestationsdiabetes erhéht war. 154

Statistik und Analysemethoden

Die geringe Fallzahl nicht nur der eingeschlossenen Teilnehmerinnen, sondern auch der
einzelnen Gewebeproben, mégen einen Einfluss auf die statistische Tragweite de r Ergebnisse
haben. Es wurde keine formelle Fallzahlplanung vorgenommen, sodass keine Aussage Uber
die statistische Power der Analyse méglich ist. Hinzu kommt, dass die Wahl der Hauptanalyse
fur die Mittelwertvergleiche mit einer ANOVA mit Bonferroni-Korrektur einem konservativen
Verfahren entspricht. Das bedeutet, dass die Chance erhoht ist, dass tatsachlich bestehende
Differenzen ggf. nicht identifiziert werden konnten. Dennoch sind wir der Meinung, dass es fur
eine klinische Analyse wie diese Arbeit sie vorgenommen hat besser ist, konservatv

vorzugehen, um die Wahrscheinlichkeit falsch positiver Riickschliisse zu reduzieren.

Limitationen der Arbeit

Diese Studie weist mehrere Limitationen auf, die die Interpretation der Ergebnisse
einschranken konnten. Erstens wurden die Probandinnen kurz vor einem geplanten
Kaiserschnitt rekrutiert, was eine Selektionsverzerrung darstellt, da nur Frauen mit einem
geplanten Kaiserschnitt eingeschlossen wurden. Ungeplante Kaiserschnitte und nattrliche
Geburtenwurden nichtberlcksichtigt, was die Generalisierbarkeit der Ergebnisse einschrankt.

Dartiber hinaus wurden ausschlief3lich Frauen, die in einer Uniklinik entbunden haben, in die
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Studie einbezogen. Dies konnte zu einer Uberreprasentation von Risikoschwangerschaften
fuhren, was die Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf die allgemeine Bevolkerung weiter
einschrankt.

Eine weitere Limitation betrifft die geringe Fallzahl und die damit verbundene statistische
Power. Es wurde keine formelle Fallzahlplanung durchgefihrt, was bede utet, dass die Studie
moglicherweise nicht ausreichend statistische Power hatte, um subtile Unterschiede zwischen
den Gruppen zu erkennen. Dies kdnnteinsbesondere fiir die Analyse der Inflammationsmarker
und die Immunhistochemie relevant sein, wo keine signifikanten Unterschiede festgestellt
wurden.

Die einmalige Bestimmung der Inflammationsmarker im Blut kurz vor der Sectio stellt eine
weitere Limitation dar. Diese Methode ermdglicht nur eine Momentaufnahme des
inflammatorischen Status und berlcksichtigt nicht die dynamischen Verdnderungen, die
wahrend der gesamten Schwangerschatft auftreten kdnnten. Longitudinale Messungen wéren
erforderlich, um ein umfassenderes Bild der inflammatorischen Prozesse wahrend der

Schwangerschaft zu erhalten.

Die histologischen Analysen der Gewebeproben wurden in mehreren Durchgdngen von Hand
durchgefihrt, wobei die Intensitat der Farbungen heterogen ausfiel. Diese Variabilitat in der
Farbungsintensitat konnte auf Unterschiede in der Handhabung und den Farbeprozessen
zuriickzufuihren sein, was die Vergleichbarkeit der Ergebnisse beeinflussen kann und somit

ggf. verfalschen mag.

Ein weiteres methodisches Problem trat unvermeidlich bei der Verwendung von QuPath auf.
QuPath erkannte teilweise Erythrozyten aufgrund inrerahnlichen Anfarbung als Gewebe. Dies
fuhrte zu einer fehlerhaften Identifizierung, da Erythrozyten nicht zur Bewertung der
Gewebeproben herangezogen werden sollten. Diese Fehlklassifikationen kdnnten die
Genauigkeit und Zuverlassigkeit der Analyse beeintréachtigen und erfordern eine sorgfaltge
Uberprifung und Korrektur der automatisch generierten Daten.

Zudem stellte sich die Auswertung der histologischen Schnitte als zeitaufwandig heraus, da
das humane Gewebe sehr grol3 war und die manuelle Analyse entsprechend lange dau erte.
Diese Herausforderung unterstreicht die Notwendigkeit effizienterer Methoden und
moglicherweise den Einsatz automatisierter Technologien zur Verbesserung der
Analysegeschwindigkeit und -prazision. Trotz dieser Herausforderungen liefert die
histologische Analyse wertvolle Einblicke in die Gewebestruktur und Zellzusammensetzung,
die fur das Verstandnis der pathophysiologischen Mechanismen bei Gestationsdiabetes und
anderen Schwangerschaftskomplikationen entscheidend sind.
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Resumierend bleibt hinsichtlich der Histologie festzuhalten, dass diese Ergebnisse nahelegen,
dass zuklnftige Studien von standardisierten Farbeprotokollen und verbesserten
Analysetechniken profitieren kénnten, um die Reproduzierbarkeit und Genauigkeit der
histologischen Untersuchungen zu erhéhen.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die genannten Limitationen die Aussagekraft der
Ergebnisse einschranken kdnnten. Zukunftige Studien sollten versuchen, diese Limitationen
zu adressieren, umrobustere und generalisierbarere Ergebnisse zu erzielen.

Zusammenfassung der Diskussion

In der Zusammenschau aller durchgefiihrten Analysen zeigt sich ein konsistentes Bild: Keiner
der untersuchten Parameter deutet auf eine erhthte Inflammation bei Schwangeren mit
Ubergewicht oder Adipositas hin, unabh&ngig vom Vorliegen eines GDM. Weder die Analyse
der Inflammationsmarker im Blut noch die Untersuchung der Immunzellinfiltration in der
Plazenta wiesen signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen auf. Diese Ergebnisse
stehen im Einklang mit einigen Studien, die ebenfalls keine erhéhten inflammatorischen
Reaktionen bei Schwangeren mit GDM und/oder Adipositas feststellen konnten. Dies
unterstreicht, dass die Daten in ihrer Gesamtheit schlissig sind und keine Hinweise auf eine
verstarkte Entziindungsreaktion liefern, was die Hypothese einer erhdhten Inflammation bei

dieser Patientinnengruppe infrage stellt.

Hinsichtlich Methoden und Studienvergleichen ist es wichtig anzumerken, dass die Datenlage
in der Literatur insgesamt kontrovers ist, mit einigen Studien, die signifikante Unterschiede in
den inflammatorischen Parametern berichten, und anderen, die wie unsere Untersuchung
keine signifikanten Unterschiede feststellen konnten. Diese Diskrepanz konnte auf
verschiedene Faktoren zuriickzufiihren sein, einschlief3lich unterschiedlicher Methodiken,
variierender Einschlusskriterien sowie unterschiedlicher Zeitpunkte der Probenentnahme.
Unsere Studie, die auf Term-Plazenten und Blutproben basiert, konnte zum Beispiel durch den
natirlichen Anstieg von Zytokinen zum Ende der Schwangerschaft beeinflusst worden sein,

was die Unterschiede zwischen den Gruppen verwischen konnte.
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7 Anhang

Gen Kontrolle
MW SD Std.-Fehler Anzahl
absolute relative absolute relative absolute relative

IL-6 1,12 1,00 0,42 0,37 0,080 0,071 27
IL-10 4,43 1,00 4,81 1,09 0,982 0,222 24
IL-1R1 1,30 1,00 0,70 0,54 0,136 0,104 27
TGF-B 1,50 1,00 1,12 0,75 0,216 0,144 27
MCP-1 1,32 1,00 0,81 0,61 0,155 0,117 27

MW = Mittelw ert, SD = Standardabw eichung
Tabelle 48: Auswertung RT-PCR der Kontrollgruppe

Es zeigte sich eine lineare, positive Korrelation zwischen der Stained Area und der Anzahl
an positiven CD45-Zellen. Dieser Zusammenhang lief3 sich sowohlin den Subgruppen als
auch in der gesamten Stichprobe identifizieren (siehe Tabelle 49): In der Gruppe UGAD fiel
der Korrelationskoeffizient mit 0,90 am hdchsten aus. Die bedeutet einen starken positiven
linearen Zusammenhang zwischen dem Wert der Stained Area und der Anzahl an CD45+
Zellen (p<0,05). Fur die Grundgesamtheit von n=59 Plazenten fiel der Koeffizient mit r=0,78
(p<0,01) geringfligig niedriger aus. Somit stieg tendenziell bei bei allen Gruppen die Anzahl
von CD45+ Zellen, wenn auch die Gro3e der Stained Area wuchs. Alle Korrelationen wiesen
statistische Signifikanz auf dem Level von 5% auf. Somit wurde mit der selbst etablierten
Methode der Zellfarbung eine zuverléassige Detektion der Zellen ermdglicht.

Korrelation von Stained Area & CD45+ Zellen Pearson’sr
KG (n=20) 0,78*
UGAD+GDM (n=20) 0,75*
UGAD (n=19) 0,90*
Gesamt (n=59) 0,76*
*p <0,05

Tabelle 49: Korrelation von Stained Area und CD45xpositiven Zellen
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