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1. Einleitung

1.1 Frihgeburtlichkeit

1.1.1 Epidemiologie

Die Frilhgeburtsrate nimmt in den letzten Jahrzehnten weltweit zu.! Jahrlich werden
etwa 15 Millionen Kinder zu frih geboren, dies entspricht etwa 11,1% aller
Lebendgeborenen. Uber 60% der Friihgeburten entfallen auf Sid-Asien (13,3%) und
Subsahara-Afrika  (12,3%).> In Deutschland betrug die Frithgeburtenrate mit
Lebendgeborenen im Jahr 2010 rund 9,2% und in den USA 12,0%.*

Dank des Fortschritts in der Neonatologie sind die Mortalitat und Morbiditat unreifer
Kinder immer weiter zuriickgegangen.®! Die Uberlebenswahrscheinlichkeit der
Frihgeborenen hangt dabei stark von dem Gestationsalter und dem Geburtsgewicht ab.
Weitere EinfluR3faktoren sind Geschlecht, Einlings- oder Mehrlingsschwangerschatft,
fetale Lungenreifung und der Entbindungsort (Perinatalzentrum  mit/ohne
Maximalversorgung).?

Die Uberlebensrate der behandelten Friihgeborenen mit einem Gestationsalter von
23+0 - 23+6 Schwangerschaftswochen (SSW) liegt in spezialisierten Zentren Uber
50%.2 In den letzten 20 Jahren stiegen die Uberlebenschancen von Kindern, geboren
mit einem Gestationsalter < 32 SSW beziehungsweise mit einem Geburtsgewicht <
1500 g von etwa 70 % auf etwa 90 %.3

1.1.2 Definition

Eine Geburt vor der 37ten vollendeten Schwangerschaftswoche wird von der World
Health Organization (WHO) als Frithgeburt definiert.* Eine normale Schwangerschaft
dauert 37+0 bis 42+0 vollendete Wochen (259-293 Tage).” Man spricht von einer
cbertragenen Schwangerschaft ab °OEs &&de
entsprechend dem Schwangerschaftsalter 4 Schweregrade der Frihgeburt
unterschieden: Extrem frihe Friihgeburt (< 24+0 Wochen), sehr friihe Frihgeburt (24+0
- 27+6 Wochen), frihe Frihgeburt (28+0 - 33+6 Wochen) und spéate Friihgeburt (34+0 -
36+6 Wochen).®



1.1.3 Ursachen einer Frihgeburt

Das Auftreten einer Friihgeburt ist meistens multifaktoriell bedingt. Atiologisch werden
zwei groRe Gruppen von Frihgeburten unterschieden: Die spontane Frihgeburt (60-
70%) und die medizinisch induzierte Frithgeburt (ca. 30-40%).’

Bei ca. 30% der spontanen Frithgeburten ist die Atiologie unbekannt.® Zu den
haufigsten Ursachen gehdren vorzeitiger Blasensprung, Infektionen (systemisch oder
aszendierend urogenital), uterine Pathologien (Fehlbildungen, Myome,
Zervixinsuffizienz, Uberdehnung bei Mehrlingsschwangerschaft, Hydramnion), fetale
Pathologien (Fehlbildungen, Chromosomenanomalien, Alloimmunopathien) und
Plazentationsstorungen (Praeklampsie, Plazenta praevia, Plazentaablésung).”*°

Das Frihgeburtsrisiko ist auch bei Schwangeren mit vorausgegangenen Frihgeburten,
Tod- und Fehlgeburten sowie nach Infertilitdtsbehandlung erhdht. Ebenso bei Vorliegen
von Diabetes mellitus, Schwangerschaftshypertonie, Asthma bronchiale, Anamie und
Schilddriisenerkrankungen besteht das Risiko frithzeitig zu entbinden.***2

Des Weiteren spielen bei dem Auftreten der Frihgeburt nichtmedizinische
Risikofaktoren eine Rolle. Dazu gehdren maternale Parameter wie das Alter zum
Zeitpunkt der Konzeption (<18 und >35 Jahre), ein geringer Bodymass-Index vor der
Schwangerschaft, eine niedrige BMI-Zunahme wahrend der Schwangerschaft sowie
schwere kérperliche Belastung, Stress, Alkohol-, Kokain- und Nikotinabusus.”** Eine
niedrige sozio-okonomische Lage und eine geringe Schulausbildung gelten ebenfalls
als Risikofaktoren.’

Eine frihzeitige Schwangerschaftsbeendigung, welche aufgrund von mutterlichen oder
fetalen Komplikationen indiziert ist, kann ebenfalls zur Frihgeburt fihren. Indikationen
waren hier zum Beispiel die Praeklampsie, Eklampsie und das HELLP-Syndrom sowie
Traumen oder mitterliche maligne Erkrankungen, die eine sofortige Intervention
erforderlich machen.”*® Im Falle einer fetalen Wachstumsrestriktion, kongenitaler
Fehlbildungen oder schweren Rhesus-Inkompatibilititten kann eine iatrogene

Frihgeburt ebenfalls indiziert sein.

1.1.4 Folgen der Frihgeburt

Aufgrund der Unreife der Organe muss bei Frihgeborenen sowohl mit
Kurzzeitkomplikationen wie dem  Respiratory Distress Syndrome (RDS),
bronchopulmonaler Dysplasie (BPD), intraventrikularen (IVH), periventrikularen (PVL)

und intrakraniellen Hamorrhagien, periventrikularer Leukomalazie, nekrotisierender
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Enterokolitis, Retinopathia praematorum, persistierendem Ductus Arteriosus,
Stoffwechselstorungen als auch mit Langzeitkomplikationen, wie chronischen
Atemwegserkrankungen, zerebraler Kinderlahmung, sensorischer und motorischer
Behinderung, Lern- und Verhaltensstérungen und geistiger Behinderung gerechnet
werden.'**® Zu den haufigsten akuten Komplikationen mit Einfluss auf die neonatale
Mortalitdt zéhlen das RDS (50%), die intrakraniellen und intraventrikularen Blutungen
(40-43%) und die nekrotisierende Kolitis (1,2-4,7%).1°*8

1.1.5 Kosten der Frihgeburt

Da die Frihgeburt nach wie vor eine Herausforderung in der Geburtshilfe und fur die
Betroffenen bleibt und die Frihgeburteninzidenz tendenziell ansteigt (weltweit von 9,6%
im Jahr 2005 auf 11,1% im Jahr 2010; in Deutschland von 8,9% im Jahr 2003 auf 9,2%
im Jahr 2010), stellt sie nicht nur ein individuelles und gesundheitliches, sondern auch
ein gesamtwirtschaftliches Problem dar.'*' Die erhohte Morbiditat und die damit
verbundenen langfristigen Gesundheitsstérungen Frihgeborener verursachen hohe
Kosten fur das Gesundheitswesen weltweit. Die Berliner Arbeitsgruppe um Herrn
Kirschner ermittelte auf der Basis von DRG-Daten des Landesverbandes der
Betriebskrankenkassen Niedersachsen-Bremen und Daten der unabhangigen

Expertenstudi e ABabyCareh unt er Ei nbezi

postpartaler lebensrettender und sonstiger behandelnder MalRnahmen die
Kostendifferenz zwischen einer Frihgeburt und einer Nichtfrihgeburt in Deutschland
auf eine Hohe von mindestens 10.550,- Euro/Fall.?® Insgesamt wurden die
Zusatzkosten, die im Zusammenhang mit Frihgeburtlichkeit stehen, auf 496 Millionen
Euro geschatzt.** In den USA betrugen die Kosten fiir Frithgeburten - laut einem Report
von Institute of Medicine von 2006 - ca. 26,2 Milliarden Dollar. Dies entspricht etwa 35%
aller Ausgaben fiir Neugeborene im Gesundheitssystem.*

Neben den direkten Kosten sind ebenfalls auch noch die indirekten, wie zum Beispiel
die psychische Belastung der Mutter und der Familienangehdrigen durch eine mdgliche

Behinderung des Kindes, zu beriicksichtigen.

1.1.6 MaBRnahmen bei einer drohenden Frihgeburt
Die Deutsche Gesellschaft fur Gynakologie und Geburtshilfe (DGGG) empfiehlt in ihren
Leitlinien von 2008 bei vorzeitigem Blasensprung, Vvorzeitiger Wehentatigkeit,

Verkurzung der funktionellen Zervixlange und/oder Muttermunderweiterung in der
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(23+5) 24+0 bis 33+6 SSW nach Ausschluss eines Amnioninfektionssyndroms zur
Behandlung der Frihgeburtlichkeit Bettruhe, eine prophylaktische Antibiotikagabe, eine
Tokolyse (medikamentdose Hemmung der uterinen Kontraktilitat) und insbesondere die

Lungenreifeinduktion.??

1.2 Historische Entwicklung der Lungenreifeinduktion (LRI)

Die erste Beschreibung tber die Wirkung von antenatalen Glukocorticoiden (GC) auf
die fetale Lunge geht auf Liggins im Jahr 1969 zurick. Er entdeckte in
Tierexperimenten, dass die Applikation von pranatalen Glukokortikoiden die
Lungenreifung im fetalen Schaf induziert und dadurch bei frihgeborenen Lammern das
Risiko fiir das Auftreten eines RDS deutlich vermindert.??

In einer nachfolgenden, randomisierten und placebokontrollierten Studie aus dem Jahr
1972 von Liggins & Howie wurde bei menschlichen Frihgeborenen nach einer
antenatalen Glukokortikoid-Therapie mit Betamethason eine signifikante Reduktion des
Atemnotsyndroms auf 9% (p=0,003) und der perinatalen Mortalitatsrate von 15% auf bis
zu 3,2% beobachtet (p=0,01).° Eine spater erhobene Metaanalyse von Crowley aus
dem Jahr 1990 bestétigte die positiven Effekte der antenatalen GC-Therapie und zeigte,
dass besonders jene Kinder von der Behandlung profitieren, bei denen zwischen GC-
Applikation und Geburt ein Abstand von 24 Stunden bis 7 Tagen liegt, oder die vor der
31+0 SSW geboren wurden.?* Weitere protektive Effekte der antenatalen GC-Therapie
zeigten sich in einer signifikanten Reduktion des Auftretens periventrikularer Blutungen
(OR: 0,38) und der nekrotisierenden Enterokolitis (OR: 0,32).%* Aufgrund dieser Effekte
wurde schlieflich im Jahr 1994 in der Konsensuskonferenz des NIH die Therapie mit
antenatalen GC als pranatale LRI bei drohender Frithgeburt anerkannt.*®

Entsprechend den Empfehlungen der Konsensuskonferenz (NIH) von 1994 sollten alle
Schwangeren, bei denen das Risiko einer Friihgeburt besteht, innerhalb von 7 Tagen in
einem Schwangerschaftsalter zwischen 24+0 und 34+0 Wochen zu gebaren, 2 x 12 mg
Betamethason (BET) intramuskular im Abstand von 24 Stunden oder 4 x 6 mg
Dexamethason (DEX) intramuskuléar im Abstand von 12 Stunden zur LRI verabreicht

bekommen.*®

1.3 Leitlinien zur Lungereifeinduktion der DGGG und anderer Gesellschaften
Die DGGG empfiehlt die LRI bei drohender Frihgeburt mit BET in einem
Gestationsalter zwischen 23+5 und 33+6 SSW durchzufihren. Hierfur soll die BET-
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Gabe von 2 x 12 mg intramuskuldr im Abstand von 24 Stunden zu erfolgen.?> Von einer
routineméaligen Wiederholung eines Zyklus antenataler GC bei Fortbestehen der
Friihgeburtlichkeit wird abgeraten.??

International werden jedoch unterschiedliche Empfehlungen zum Applikationszeitraum,
der Wahl des GC sowie der Frage nach der Wiederholung der antenatalen GC-
Therapie bei Fortbestehen der Frihgeburtlichkeit >7 Tage gegeben.

So bewerten das Royal College of Obstetricians and Gynaecologists (RCOG) und der
American Congress of Obstetricians and Gynecologists (ACOG) die Durchfihrung der
LRI mit BET und DEX als gleichwertig.?”*® Obwohl beide Wirkstoffe nahezu die gleiche
biologische Aktivitat aufweisen und in gleichermal3en die Plazentaschranke passieren,
wurden in einigen Humanstudien Unterschiede in deren Auswirkungen auf die
neonatale Mortalitat und Morbiditat beobachtet.?%18:3031

Empfohlen wird der einmaligen Zyklus antenataler GC in einem Gestationsalter
zwischen 24+0 und 34+6 SSW.?" Allerdings sollte auch bei einer drohenden Frithgeburt
zwischen 23+0 und 23+6 Wochen die GC-Gabe erwogen werden. Zusatzlich empfiehlt
die RCOG die Gabe von antenatalen GC an alle Schwangere bis zur 38+6 SSW, bei

denen die Indikation zum elektiven Kaiserschnitt gegeben ist.?’

Da sich aus in vitro Studien und Tierstudien Hinweise ergaben, dass der biologische
Effekt antenataler GC, gemessen an der Surfactantproduktion in Pneumozytenzellkultur
nur ca. 7 Tage anhalt und danach abklingt, bzw. mit einer Dosissteigerung mehr
Surfactant produziert wird,** wurde in der Vergangenheit auch eine repetitive antenatale
GC-Gabe praktiziert. Die strukturellen Veranderungen mit Reifung des fetalen
Lungengewebes sind allerdings auch nach 7 Tagen nach einer einmaligen GC-Gabe
noch nachweisbar.'® Aufgrund zunehmender Berichte Uber potenzielle Risiken und
Nebenwirkungen der repetitiven Gabe von antenatalen GC wurde in der NIH
Konsensuskonferenz im Jahr 2000 von der wiederholten GC-Gabe zur LRI abgeraten
und empfohlen, dass diese lediglich in randomisiert-kontrollierten Studien erfolgen
sollte.®* Das RCOG empfiehlt allerdings die Therapie mit antenatalen GC zu
wiederholen, wenn der erste Zyklus vor der 26+0 SSW stattgefunden hat.?’
Entsprechend den Empfehlungen des ACOG von 2011 kodnnte eine einmalige
Zykluswiederholung der LRI in Betracht gezogen werden, wenn der erste Zyklus 2

Wochen zuriick liegt, das Schwangerschaftsalter weniger als 32+6 Wochen betragt und
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bei der Schwangeren weiterhin das Risiko besteht, innerhalb der kommenden 7 Tage

zu entbinden.?*

1.4 Effekte der antenatalen GC-Gabe auf die Lunge

Exogene und endogene GC spielen eine wichtige Rolle bei der Embryogenese sowie
bei der Entwicklung und Reifung der Organe.**®" Der genaue Wirkungsmechanismus
von GC auf die Lungenreifung konnte bislang noch nicht vollstandig geklart werden. Es
zeigte sich allerdings in zahlreichen Tier- und Humanstudien, dass antenatale GC die
morphologische und biochemische Lungenreifung fordern, indem sie die Differenzie-
rung der Typ Il Pneumozyten stimulieren und die Entwicklung des Surfactant-Systems
beschleunigen.®® So steigern sie in der Lunge die Synthese von lipophilen Enzymen wie
der Lysophosphatidylcholin-Acyl-CoA-Acyltransferase, der Fettsaure-Synthetase, der
Phosphatidat-Phosphatase und der Phosphatidylcholincytidyltransferase.®”3%%° Diese
spielen eine wichtige Rolle bei der Synthese von Phospholipiden, deren Mangel zu
einer Bildung von hyalinen Membranen pradisponiert.®®** Des Weiteren fordern ante-
natale GC die Genexpression von surfactantassoziierten Proteinen (SP-A, SP-B, SP-C
und SP-D).**** Die Hauptaufgabe der hydrophilen SP-A und SP-D ist die lokale Immun-
abwehr.®”** Die hydrophoben SP-B und SP-C beteiligen sich hauptséchlich an der Bil-
dung und Ausbreitung des Surfactantfilms auf der Alveolaroberflache.***® Nach
Behandlung mit antenatalen GC wurde zudem eine Zunahme der b-Adrenorezeptoren-
dichte in der fetalen Lunge beobachtet, die ebenfalls zu einer Erh6hung der Synthese
und Sekretion von Surfactant fiihrt.*” Die glukokortikoidbedingte gesteigerte Produktion
eines Fibroblasten-Pneumozyten Faktors stimuliert Uber eine beschleunigte Differenzie-
rung der Typ Il Pneumozyten auch die Synthese von Surfactant.”**° Die oben
beschriebenen Effekte flhren gemeinsam zu einer Reduktion der Oberflachenspannung
in den Alveolen und verhindern dadurch nach der Geburt einen Alveolarkollaps.
Antenatale GC erhohen auRerdem die Genexpression von Na'/K*-ATPasen und Na'-

Kanalen in den Pneumozyten®*>!

und fuhren zu einer gesteigerten Induktion von anti-
oxidativen Enzymen, wie Glutathion-Peroxidase, Katalase und Kupfer-/Zink-Superoxid-
Dismutase, die primér die Lunge vor einer O,-Toxizitat schiitzen.>

Des Weiteren bewirken antenatale GC eine beschleunigte Reifung der parenchymalen
Strukturen mit einer verbesserten Lungencompliance und einem vermehrten alveoléaren
Gasaustausch mit Erhéhung des maximalen Lungenvolumens.®** Durch die Abnahme

der vaskularen Permeabilitat mit einem verringerten Proteingehalt im alveolaren Raum
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fuhren sie zu einer besseren Clearance von Lungenflissigkeit vor der Geburt mit einem
leichteren Ansprechen auf die postpartale Surfactantbehandlung.”>*>°

In vielen experimentellen Tierstudien und epidemiologischen Humanstudien wurde
festgestellt, dass antenatale GC auf3er auf das Lungengewebe auch auf zahlreiche
andere Organe und Organsysteme sowohl positive als auch negative Auswirkungen
haben. Insbesondere eine Uberexposition mit endogenen und/oder exogenen GC in
sensiblen Entwicklungsfenstern der intrauterinen fetalen Entwicklung kénnen sowohl zu
transienten als auch langfristigen Veranderungen in der Organentwicklung und 7 funktion
fuhren und mit dem Auftreten somatischer und psychischer Erkrankungen im Kindes-

und im Erwachsenenalter assoziiert sein.’® %!

Da in der vorliegenden Arbeit insbesondere die Auswirkungen der antenatalen GC-Gabe
auf das maternale humane Plazenta-Laktogen (hPL) untersucht werden sollen, werden
an dieser Stelle zundchst die biochemischen Eigenschaften des hPL sowie seine

physiologische und klinische Bedeutung erlautert.

1.5 Humanes-Plazenta-Laktogen (hPL)

1.5.1 Chemische Strukturformel, Synthese und Metabolismus von hPL

Das Humane-Plazenta-Laktogen (hPL) wurde zum ersten Mal im Jahr 1960
beschrieben.’? hPL ist ein einkettiges nicht glykosyliertes Proteohormon der
fetoplazentaren Einheit mit einem Molekulargewicht von 22kD, das aus 191
Aminosdauren mit zwei intrakettigen Disulfid-Briicken besteht.®*® In seiner
Aminosaurensequenz ist hPL zu 86% mit dem hypophysaren Wachstumshormon (hGH)
und zu 13% mit Prolaktin homolog; dadurch erklaren sich viele Ahnlichkeiten in den
physiologischen Eigenschaften der drei Hormone.®? Das hGH- und hPL-kodierende Gen-
Cluster befindet sich auf dem langen Arm des Chromosoms 17 (q22-24).%* Es besteht
aus funf Genen, die fur das hypophysare Wachstumshormon (GH-N), fur das plazentare
Wachstumshormon (GH-V) und fiir das hPL (hPL-A, hPL-B, hPL-L) kodieren.®* Das hPL-
A Gen wird wahrend der Schwangerschaft 3- bis 6-mal haufiger exprimiert als das hPL-B
Gen.® Der detektierbare hPL-Spiegel ist das Produkt von hPL-A und hPL-B Genen. Die
physiologische Bedeutung des hPL-L ist noch unklar.®*

Das in den Synzytiotrophoblasten synthetisierte hPL lasst sich 5-10 Tage nach
Implantation der befruchteten Eizelle in den Zellen nachweisen® und ca. ab der 6.SSW

kann es im maternalen Plasma gemessen werden.®® Mit zunehmender
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Schwangerschaftsdauer steigt die hPL-Produktion der Synzytiotrophoblasten weiter an
und erreicht im dritten Trimenon maximale Werte von 1-3 g pro Tag.®® Die maternale
hPL-Plasmakonzentration nimmt im Laufe der Schwangerschaft zunachst linear zu.®
Der maximale Plasmaspiegel betragt um die 32.-35. SSW 5-7 pg/ml.%* Ab der 36. SSW
fallt die maternale hPL-Plasmakonzentration kontinuierlich bis zur Entbindung wieder
ab.”” Am Geburtstermin unterliegt die maternale hPL-Konzentration groRRen
Schwankungen zwischen 5 und 15 pg/ml.®® (Abb. 1) Die hPL-Plasmakonzentration bei
Schwangeren Kkorreliert positiv. mit dem Plazentagewicht und ist bei einer
Mehrlingsschwangerschaft héher als bei einer Einlingsschwangerschaft.?® Im fetalen
Plasma lasst sich hPL nur in viel geringeren Konzentrationen nachweisen. Der fetale
hPL-Spiegel erreicht sein Maximum in der 12. bis 20. SSW und liegt zwischen 4 und 500
ng/ml.*® Zum Zeitpunkt der Geburt fallt der hPL-Spiegel bis auf 20-50 ng/ml ab.®* In
vielen Studien wurde ein positiver Zusammenhang zwischen dem fetalen Gewicht in der

1°° sowie zwischen der

frihen Schwangerschaft und dem fetalen Plasmaspiege
maternalen hPL-Konzentration und dem Geburtsgewicht beobachtet.®® hPL ist des
Weiteren in den Nabelschnurgefafl3en, in der Amnionflissigkeit und in sehr geringeren
Konzentrationen auch im maternalen Urin nachweisbar.®® Die Ausscheidungsmenge von
hPL im Vergleich zur Syntheserate betragt nur 0,5 mg pro Tag.®? Die Halbwertzeit von

hPL betragt etwa 10-20 Minuten.®?

Abbildung 1: Maternale hPL-Serumkonzentration wahrend der Schwangerschaft

14 -14

. R

12 12

-

10 10
T 8 - 8
B’ - —
= 64 - 6
=l - -
. - 4

a N

24 - 2

—‘ —

N S EBARERARREREEERRARARELE

22 30 34 38 42

26

Schwangerschaftswoche

Medianwerte, 5. und 95. Perzentile der hPL-Serumkonzentrationen von
normalen Schwangeren in der 22. bis 42. Schwangerschaftswoche,
entnommen aus Klingmdller-Ahting 1975.”°

16



1.5.2 Physiologische Bedeutung von hPL

hPL beeinflusst sowohl den maternalen als auch den fetalen Organismus. In zahlreichen
Studien wurde festgestellt, dass hPL eine wichtige Rolle bei der metabolischen
Adaptation des miitterlichen Korpers an die Schwangerschaft spielt.”* hPL moduliert den
Kohlenhydratstoffwechsel, indem es die maternale Glukoseaufnahme, die
Glukoseoxidation und die Glykogensynthese stimuliert sowie die Insulinsynthese und die
glukoseabhangige Insulinsekretion erhoht. (Tabelle 1) Die Insulinsensitivitdt wird
hingegen reduziert. Durch diese Effekte wird eine Glukoseintoleranz begiinstigt.”
AulRRerdem stimuliert hPL bei Schwangeren die Lipolyse und die Proteolyse und erhoht
dadurch die Konzentration an freien Fettsduren und Aminosauren.”* Durch diesen
katabolen Effekt versorgt hPL in Zeiten des maternalen Fastens den Fetus mit einem fir
die Entwicklung wichtigen Vorrat an Energiestoffen. Es ist bekannt, dass wahrend
Phasen des Hungers und der Hypoglykdmie die hPL-Konzentration im maternalen
Plasma ansteigt.”> hPL hat zusammen mit Prolaktin eine mammotrope Wirkung auf die
Brustdrise, indem es bei zukinftigen Muttern die DNS-Synthese im Brustdriisenepithel
und das Wachstum von Epithelzellen stimuliert.”* (Tabelle 1) hPL wurde des Weiteren in
der Zerebrospinalflissigkeit von Schwangeren nachgewiesen, was darauf hinweist, dass
es vermutlich das maternale Verhalten der Mutter bzw. die Vorbereitung auf die
Mutterschaft tiber zentrale Regionen beeinflusst.”

Man geht davon aus, dass hPL die fetale Entwicklung indirekt beeinflusst, indem es den
maternalen Stoffwechsel zu Gunsten des Fetus verédndert. Andererseits erzielt hPL
seine Wirkung direkt Uber Rezeptoren des fetalen Gewebes. So wurden hPL-
Rezeptoren in vielen fetalen Organen nachgewiesen, darunter Leber, Skelettmuskulatur,
Herz, Nebennierenrinde, Niere, Lunge, Gehirn, Interstium und Haut.®® Die
physiologische Bedeutung der hPL-Rezeptoren-Lokalisation ist noch nicht abschlie3end
geklart, sie lasst aber eine organspezifische Wirkung beim Feten vermuten. So fordert
hPL im fetalen Organismus den Glukose- und Aminoséuretransport, stimuliert die
Thymidininkorporation, die Mitogenese, sowie die IGF-1-Freisetzung aus Myoblasten,
Fibroblasten und Hepatozyten.®® (Tabelle 1) Des Weiteren steigert es die Aktivitat von
Ornithindecarboxylase und die Glykogensynthese in den Hepatozyten.®® Synergistisch
mit Prolaktin stimuliert hPL bei Feten die Kortisolproduktion aus der Nebennierenrinde.”*
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Tabelle 1: Physiologische Bedeutung von hPL

Wirkung von hPL im

maternalen Organismus fetalen Organismus

yGlukoseauf nahme, . L 65
gGlukosedxidation ¥y G| u k und Aminosauretransport
yGlykogendynt hese yGlykogensynthese % n den
gyl nsulinsynt hese, y | GlH-reisetzung aus Myoblasten,
yglukoseabh?angi g€ | ns ul|Fibroblasten und Hepatozyten®
Zinsulinsensitivit®t Y|y Kortisol produkion aus
Lipolyse Y ¥ freie Fet't ?organspezifischeWirkung69
yProteolyse Y freie Ami

y D N-Synthese im Brustdriisenepithel,

yWachstum von Epithel ze

1.5.3 Klinische Bedeutung von hPL

Eine Verédnderung der hPL-Sekretion ist mit dem Auftreten von Komplikationen in der
Schwangerschaft assoziiert. Im letzten Jahrhundert wurde zur Friherkennung einer Risi-
koschwangerschaft eine Messung der maternalen hPL-Plasmakonzentration sowie der
Ostrogen-Plasma- und Ostrogen-Urinkonzentration durchgefiihrt.?? Heutzutage treten
diagnostische Hilfsmittel wie Ultraschalluntersuchungen (Doppler, Biometrie etc.) und die
Kardiotokographie (CTG) in den Vordergrund. Es ist bekannt, dass eine Abnahme des
mutterlichen hPL-Levels besonders nach der 8.-10. SSW mit dem Auftreten eines
drohenden Abortes zusammenhéangt.”* Bei einer iibertragenen Schwangerschaft wurde
auch eine Reduktion des hPL-Plasmaspiegels im maternalen Blut und in der
Amnionfliissigkeit beobachtet.””> Schwangere, deren Kindern eine intrauterine
Wachstumsretardierung aufweisen, zeigen ebenfalls eine signifikante Abnahme der hPL-
Plasmakonzentration, insbesondere im 3. Trimenon.”®’" In vielen Studien wurde ein
Zusammenhang zwischen erniedrigten maternalen hPL-Plasmaspiegeln und der
Praeklampsie, der Hypertonie und dem Diabetes mellitus beschrieben’®®®. Es gab
allerdings Studien, in denen bei diabeteserkrankten Schwangeren eine erh6hte oder
auch normale hPL-Konzentration nachgewiesen wurde.”®’® Neugeborene, bei deren
Mittern eine mehrmalige Messung der hPL-Plasmakonzentration weniger als 4 pg/ml in
der 35.-40. SSW ergab, hatten ein um 71% erhthtes Risiko, eine neonatale Asphyxie
nach der Geburt zu entwickeln.®" Bei einer Rhesus-Inkompatibilitdt kann der hPL-

Plasmaspiegel erhdht oder normal sein. So konnten Ward et al. eine Assoziation
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zwischen einem Ubernormalen Anstieg der maternalen hPL-Plasmakonzentration und
einer Verschlechterung des klinischen Zustandes des Fetus zeigen.®* hPL wurde
aulRerdem in verschiedenen Tumoren nachgewiesen. So detektierten Latham et al. das
hPL-Gen bei Patienten, die an einem Mammakarzinom erkrankt waren. Insbesondere in
schlecht differenzierten Tumoren wurde das hPL-Gen exprimiert.?* hPL-positive Zellen
wurden auch in choriokarzinomatésen Tumoren mit sehr schlechter Prognose
gefunden.®

Im Folgenden werden die bisherigen Studienergebnisse zu den Auswirkungen einer

antenatalen GC-Exposition auf die Plazenta bei Tieren und Menschen dargestellt.®®

1.6 Auswirkungen der antenatalen GC-Gabe auf die Plazenta

Die Plazenta ist wahrend der Schwangerschaft das zentrale Organ fiur die Nahr- und
Sauerstoffzufuhr von der Mutter zum Fetus und hat zudem als endokrines Organ eine
wichtige Funktion bei der Synthese vieler Hormone und Enzyme, die fur die fetale

Entwicklung unerlasslich sind.

1.6.1 GC-Exposition und die Plazentamorphometrie und -morphologie
Tierversuche: In zahlreichen Experimenten wurde nach antenataler GC-Applikation

eine Reduktion des Plazentagewichtes besonders im dritten Trimenon beobachtet. Die
Starke der Plazentagewichtsabnahme war medikamenten-, spezies-, dosis- und
schwangerschaftsalterabhangig.?¢%"%8°! Bei GC-exponierten Schafsplazenten konnte
nach wiederholter antenataler DEX-Therapie in der Spatschwangerschaft eine andere
Aufteilung der Plazentome als bei nicht behandelten Tieren demonstriert werden.®® Ob
dieser Effekt eine bedeutende Auswirkung auf die Plazenta und auf den Fetus hat, ist
noch unklar. Eine Uberexposition mit antenatalen DEX in der Spatschwangerschaft
induziert durch Aktivierung der Kaspasen 1 und 3 in der Mausplazenta die Apoptose
von Trophoblasten.®* Dieser Prozess ist sowohl bei Tieren als auch bei Menschen mit
einer fetalen Gewichtsreduktion assoziiert. Auch im Schafsmodell konnte eine DEX
assoziierte, geschlechtsspezifische Zunahme der plazentaren Apoptose nachgewiesen
werden.?> Antenatale DEX-Gabe in klinisch relevanten Dosen haben bei Ratten
hingegen einen milderen Effekt auf die Plazentamorphologie.®® Hewitt et al.
beobachteten allerdings an Ratten nach einer Uberexposition mit antenatalen DEX in

der Spatschwangerschaft eine Reduktion der plazentaren Vaskularisation und eine
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Herabregulierung der VEGF-Expression (Vaskular endothelial growth factor), was zu
einer Beeintrachtigung des Néhrstofftransfers zum Fetus filhren kénnte.*

Eine DEX-Applikation in klinisch verwendbaren Dosen in der Spatschwangerschaft
reduziert bei Schafen die basale Leitfahigkeit der Nabelschnurgeféal3e und verhindert die
Zunahme des plazentaren Blutflusses wahrend einer fetalen Hypoxamie.®

Humanstudien: Eine dauerhafte Exposition mit DEX stimuliert in vitro in einem

humanen Plazentamodel die apikale Mikrovilli-Bildung von Synzytiotrophoblasten und
beschleunigt die nukleare Reifung und erhoht die Anzahl von Zellorganellen, was fir
eine verbesserte Differenzierung der Synzytiotrophoblasten spricht.*®

Nach einmaliger Behandlung schwangerer Frauen mit antenatalen BET wurde in einer
Humanstudie von Cohlen et al. keine Veranderung des Blutflusses beobachtet, weder in

den uterinen GefaRen noch in den Nabelschnurgefaen.®’

1.6.2 GC-Exposition und die endokrine Funktion der Plazenta

Studien zeigen, dass die endokrine Funktion der Plazenta durch antenatale GC-
Exposition beeinflusst wird. Eine Anderung der Synthese, Sekretion oder des
Metabolismus der plazentaren Proteine kann mdglicherweise das plazentare und fetale
Wachstum sowie die Entwicklung der fetalen Organsysteme modifizieren und dadurch

das Auftreten von chronischen Krankheiten im spateren Leben begiinstigen.8:87.72 98-104

1.6.2.1 Auswirkungen auf die PL-Synthese

Tierversuche: In einer Studie von Braun et al. wurden nach wiederholter antenataler

BET-Gabe in der Spatschwangerschaft bei Schafen eine signifikante Abnahme der
maternalen und fetalen ovinen PL (oPL)-Plasmakonzentrationen sowie des plazentaren
oPL-Spiegels beobachtet. Die exponierten Tiere wiesen zusatzlich eine
Plazentagewichtsreduktion und eine Abnahme der Anzahl binuklearer Zellen auf, die fur
die Synthese von oPL verantwortlich sind.®®

Humanstudien: In friheren Humanstudien wurden beziglich des hPL nach antenataler

GC-Exposition allerdings widersprichliche Ergebnisse demonstriert. So beobachteten

103 als auch nach

viele Forschungsgruppen sowohl nach einer einmaligen BET-Therapie
repetitiven BET- oder DEX-Behandlungen keine signifikante Verénderung der
maternalen hPL-Plasmakonzentration. In einer Studie von Lange et al. hingegen zeigte

sich ein vorubergehender Abfall der maternalen hPL-Plasmakonzentration nach
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wiederholten DEX-Gaben.’? Die Studien zu den Effekten der antenatalen GC auf hPL
sind aus der Ubersichtstabelle (Tabelle 2) am Ende des Kapitels zu entnehmen.
1.6.2.2 Auswirkungen auf die IGF-Achse

Tierversuche: Eine mehrmalige antenatale DEX-Exposition im dritten Trimenon

inhibiert bei Ratten die plazentare IGF-II-Genexpression (insulindhnlicher
Wachstumsfaktor) und fuhrt moglicherweise dadurch zu einer Reduktion des
Plazentagewichtes.®® Gatford et al. fanden heraus, dass wiederholte BET-Gaben in der
Spatschwangerschaft bei Schafsfeten eine Abnahme von IGF-1 und IGFBP (IGF-
Bindungsprotein) im Plasma bewirken und vermutlich auf diese Weise das fetale
Wachstum sowie den Glukosestoffwechsel pra- und postnatal beeinflussen.*®* Niedrige
fetale IGF-I- und IGF-lI-Plasmaspiegel fihren sowohl bei Menschen als auch bei Tieren
98,101

Zu einer intrauterinen Wachstumsrestriktion.

Humanstudien: Eine glukokortikoidvermittelte Modifikation der IGF-Achse wurde auch

in einer Humanstudie beobachtet. So zeigten Neugeborene nach einem einmaligen
Zyklus der antenatalen BET-Therapie eine signifikante Abnahme der GH- (Growth
hormone) und IGF-II-Plasmakonzentration. Eine Veranderung im Geburtsgewicht wurde

jedoch in diesen Studien nicht festgestellt.’*

1.6.2.3 Auswirkungen auf plazentares Leptin, Sexualhormon und hCG

Tierversuche: Eine mehrmalige antenatale DEX-Gabe in der Spatschwangerschaft

modifiziert bei Ratten die Synthese von plazentarem Leptin und Leptinrezeptoren.®’
Dies fuihrt bei exponierten Tieren in der Fetalperiode zu einer Hypoleptindmie und im
Erwachsenenalter zu einer Hyperleptinamie,®” wobei letztere mit der Entstehung einer
arteriellen Hypertonie und einer Insulinresistenz assoziiert ist.®’

Antenatale GC (DEX) beeinflussen bei schwangeren Schafen die Produktion der
Sexualhormone. So kommt es neben einer Inhibition der plazentaren
Progesteronsynthese zu einer Steigerung der Ostrogenproduktion, die wiederum mit
einer Zunahme der PGHS-AKktivitat (Prostaglandin-H-Synthase) und einer verbesserten
uteroplazentaren Produktion von Prostaglandinen (PGE,) einhergeht.'®® Diese Effekte
fuhren zusammen zu einer gesteigerten Aktivitat und Kontraktilitdt des Uterus.

Humanstudien: In kultivierten humanen Trophoblasten wurde ebenfalls eine DEX-

vermittelte Zunahme von PGE; demonstriert, die mit einer verbesserten PGHS-Aktivitét
zusammenhangt.'® Yeshaya et al. beobachteten allerdings nach einem einmaligen

Zyklus der antenatalen BET-Therapie bei Schwangeren nur eine voriibergehende
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Steigerung der Uterus-Aktivitat.'>” Ogueh et al. beobachteten 24 und 48 Stunden nach
LRI mit einmaligem BET-Zyklus einen Abfall der maternalen humanes
Choriongonadotropin-Plasmakonzentrationen (hCG) und schlossen auf einen
inhibierenden Effekt der antenatalen GC auf die hCG-Produktion.®® Nach DEX-
Behandlung von kultivierten humanen Zytotrophoblasten demonstrierten Ringler et al.
hingegen eine 6- bis 10-fach gesteigerte Sekretion von hCG iiber 72 Stunden.*®

1.6.2.4 Auswirkungen auf die HSD-2-Aktivitat

Tierversuche: Sowohl die einmalige als auch die mehrmalige antenatale DEX-Gabe im

spaten zweiten Trimenon beeinflussen im Tiermodell die Expression der plazentaren
11R-HSD-2 (11lbeta-Hydroxysteroid-Dexydrogenase).'®®'% Dabei handelt es sich um
ein Enzym, welches die Umwandlung maternaler GC in biologisch inaktive Kortisone
katalysiert und dadurch den Fetus vor einem GC-Uberschuss schiitzt.'***** Da die
synthetischen GC von der 113-HSD-2 nicht abgebaut werden kénnen und zusétzlich
die Expression von plazentaren 11R3-HSD-2 hemmen, ist der Fetus im Falle einer
antenatalen GC-Behandlung einer noch starkeren Auswirkung der GC (exogene +
maternale) ausgesetzt. Eine reduzierte plazentare 11R-HSD-2-Aktivitat ist mit einer
Abnahme des Geburtsgewichtes sowie mit dem Auftreten einer arteriellen Hypertonie
assoziiert, 104110

Humanstudien: In Humanstudien wurde ebenfalls eine positive Assoziation zwischen

Geburtsgewicht und der 11R-HSD-2-Aktivitat bzw. mRNA Expression festgestellt.**

1.6.3 GC-Exposition und der plazentare Nahrstofftransport
Antenatale GC uUben unterschiedliche Effekte auf plazentare Transportsysteme aus und
kénnen so den materno-fetalen Nahrstofftransport beeinflussen.

Tierversuche: Nach wiederholten antenatalen DEX-Gaben in der Spatschwangerschaft

wurde bei Ratten eine dosisabhangige Zunahme der plazentaren GLUT-1 und GLUT-3
MRNA Expression beobachtet, wobei bei den exponierten Feten sowohl ein gehauftes
Auftreten von Hypoglykdmien als auch eine Geburtsgewichtsreduktion festgestellt
wurden.*® Dieser Befund weist vermutlich auf einen Kompensationsversuch der
Plazenta hin, die glukokortikoidverursachte Wachstumsrestriktion bei Feten zu
kompensieren. Eine  Exposition mit antenatalen Triamcinolonen in der
Spatschwangerschaft fuhrt hingegen im Rattenmodel zu einer Herabregulation der oben

genannten Glukosetransporter.''* Eine wiederholte fetale Kortisol-Applikation in der
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Spatschwangerschaft hat allerdings bei Schafen keine Auswirkung auf die plazentare
GLUT-1 und GLUT-3 Expression gezeigt.**

Eines der wichtigsten plazentaren Transportsysteme, welches unter dem Einfluss
antenataler GC steht, ist das fiir den plazentaren Aminosaurentransport verantwortliche
System A, dessen Aktivitatsabnahme mit einer vermehrten fetalen
Wachstumsrestriktion assoziiert ist.”® Audette et al. demonstrierten nach einer
wiederholten DEX-Gabe im mittleren Gestationsalter bei Mausen eine Suppression des
Systems A in der Spatschwangerschaft, wobei bei diesem Behandlungsschema die
Feten keine Geburtsgewichtsreduktion aufwiesen.'*® In einer in-vitro-Studie aus der
gleichen Forschungsgruppe wurde nach Behandlung von Synzytiotrophoblasten mit
DEX hingegen eine Stimulation der Aktivitat des Systems A demonstriert. Im
Schafsmodel konnte bislang kein Effekt einer antenatalen DEX-Gabe auf den
Aminosauren-Transport festgestellt werden. %

Humanstudien: In kultivierten humanen Trophoblasten konnten Hahn et al. eine durch

antenatale Triamcinolone verursachte Herabregulation der GLUT-1 und GLUT-3 mRNA
Expression demonstrieren,’** die laut der Forscher zur Entstehung der fetalen

Wachstumsrestriktion beitragen konnte.
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Tabelle 2: Auswirkungen antenataler GC-Therapie auf die humane Plazenta

Fallzahl

hPL-Konzentration

(Behandelt Artund Dauer SS_-AIter UM | Gesamt- | Geburts- | Plazenta- Plazenta andere .
Autor Vs der Zeitpunkt der dosis ewicht ewicht Histologie t | Ergebnisse Besonderheiten
Kontrélle) GC-Therapie GC-Gave ° ° ’ Plazenta m;lzgr:saes °
IUGR, Praeklampsie,
im. BET . Diabetes mellitus,
Ohrlander (deléstone) ZKor ti sol| Schwangerschafts-
117 19vs. 13 - 30-37 SSW 36 mg ns ns nu nu ns Z A¥Kortisol hepatose, Rh-
etal. 1x12mg fir b : o
ZEstri ol Inkompatibilitat
3 Tage ; -
Plazentainsuffizienz,
keine Adjustierung
Maltau et . K: 31-39 SSW ZEstri d Rh-Inkompatibilitat,
al.'® 4vs. 4 Lm. BET12mg | g’ 5539 Ssw 12mg ns ns nu nu ns ZKor ti s| keineAdjustierung
Praeklampsie,
oral DEX Hodgkin-Lymphom,
YI|korI<1(15\8Ia 12vs. 0 4x1mg / Tag 32-37 SSW 24-48 mg ns ns nu nu ns - Epllepsn_a, Hypertonie-
et al. N Medikamente,
fur 6-12 Tage - -
1xZwillinge, keine
Adjustierung
N I:6 . ZEstriol Plazentainsuffizienz,
F”e;q(fgh et II: 8 IE/BEB'IFETI':Q:)Q 30-40 SSW 4 mg nu nu nu nu ns ZKortisoI IUGR, keine
' n: 7 ZDHEA-S Adjustierung
i.m. BET ZEstriol
Knoll et 2x7mg im Z¥strogen ' —
1,120 12 vs. 0 Abstand von 28-36 SSW 14 mg nu nu nu nu ns Oxytocinase ns keine Adjustierung
12 Stunden (Serum)
im. DEX Abfall nach der
Lange et P GC-Gabe mit 3xZwillinge, keine
al 2 13vs. 0 _3x4_mg / Tag 29-34 SSW 84 mg nu nu nu nu Erholung nach - Adjustierung
fur eine Woche b
einer Woche
Diabetes mellitus,
Herter et i.m. DEX Schwangerschafts-
all 24 vs. 0 1x4mg/ Tag 29-37 SSW 12 mg nu nu nu nu ns - hepatose, Rh-
' fur 1-3 Tage Inkompatibilitat, keine

Adjustierung

Literaturzusammenstellung Uber die Effekte der antenatalen GC-Therapie auf hPL, Plazenta- und Geburtsgewicht in Humanstudien. nu=nicht untersucht, ns=nicht signifikant, AF=Amnionflissigkeit,
DHEA-S=Dehydroepiandrosteron-Sulfat, IUGR=intrauterine growth restriction; keine Adjustierung = es fehlen bei der Auswertung und Interpretation der Studienergebnisse Adjustierungen flr die

LRI, fur das Schwangerschaftsalter sowie fur die maternalen Parameter und den Nikotinabusus, welche in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrt wurden.
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Es werden im Folgenden die Effekte der antenatalen GC-Exposition bei Menschen auf
die verschieden Organsysteme ausfiihrlich erortert. Eine zusammenfassende Ubersicht
der bisher bekannten Auswirkungen der GC-Gabe bei Tieren und Menschen ist in der

Tabelle 3 am Ende des Kapitels 1.7 dargestellt.

1.7 Auswirkungen der antenatalen GC-Gabe auf andere Organsysteme

1.7.1 GC-Exposition und das zentrale Nervensystem

Eine Beeintrachtigung der Gehirnentwicklung wurde in einer Humanstudie beobachtet,
in welcher die Neugeborenen nach mehrmaliger antenataler BET-Gabe eine
Verminderung der Gehirnoberflache und der kortikalen Faltung zeigten.'”* Ahnliche
Veranderungen der Gehirnstruktur zeigen sich bei Kindern mit ADHS

(Aufmerksamkeitsdefizit-/Hyperaktivitatsstorung).*?® (Tabelle 3)

1.7.2 GC-Exposition und die Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse
Antenatale GC beeinflussen des Weiteren die Hypothalamus-Hypophysen-
Nebennieren-Achse (HPA-Achse).®

Bei humanen Neugeborenen wird die HPA-Achse durch antenatale GC supprimiert.***
126 50 beobachtete die Forschungsgruppe von Davis et al. bei Kindern nach einmaliger
antenataler BET-Exposition sowohl nach 3-6 Tagen als auch 4-6 Wochen postnatal
einen verminderten Anstieg der Speichelkortisol-Konzentration wahrend einer
Stressreaktion.’*'?® (Tabelle 3) Zudem reduziert bei menschlichen Feten ein
einmaliger Zyklus mit antenatalen BET schwangerschaftsalterabhangig vortbergehend
die Atmungsaktivitat, die Herzfrequenz sowie die Koérperbeweglichkeit und verlangert
die Ruhephasen.?” Es lasst sich daher vermuten, dass die antenatalen GC den fetalen
Hirnstamm oder andere Hirnregionen erreichen und so auch langfristige Auswirkungen

beispielsweise auf die GC-Rezeptoren ausiiben. ™’

1.7.3 GC-Exposition und kognitives System und Verhalten

Auch auf das kognitive System und das Verhalten scheinen antenatale GC eine
Auswirkung zu haben. In Humanstudien wurden nach antenataler BET-Therapie bei
Kindern im Alter von 6 und 10 Jahren sowie bei 20-jahrigen Erwachsenen keine
negativen Effekte beziglich der Sprech- und Sprachenentwicklung, der intellektuellen
und motorischen Entwicklung sowie des Verhaltens und der schulischen Leistungen

festgestellt.'***3! French et al. beobachteten aber bei 3- und 6-jghrigen frithgeborenen

25



Kindern, die mit repetitiven Gaben antenataler GC (BET) behandelt worden waren, ein
haufigeres Auftreten von Hyperaktivitat, verstarkter Ablenkbarkeit und aggressiv-

destruktivem Verhalten.*® (Tabelle 3)

1.7.4 GC-Exposition und das Herz- und Kreislaufsystem

In einer Humanstudie von Doyle et al. wiesen frihgeborene 14-jahrige Jugendliche
nach einem BET-Zyklus im Rahmen der LRI im Vergleich zur Kontroll-Gruppe einen
signifikant hoheren systolischen und diastolischen Blutdruck auf.**?> Kelly et al.
beobachteten in einer Follow-Up-Studie bei GC-exponierten frihgeborenen jungen
Erwachsenen eine signifikant niedrigere Dehnbarkeit der Aorta aszendens.!®® Es
wurden allerdings keine signifikanten Unterschiede bezuglich des peripheren und
zentralen  Blutdruckes, des linksventrikularen = Massenindexes oder der

linksventrikularen Ejektionsfraktion gefunden.'*® (Tabelle 3)

1.7.5 GC-Exposition und der Glukosestoffwechsel

Die Gabe antenataler GC beeinflusst beim Menschen den Kohlenhydratstoffwechsel,
wie in einer randomisierten kontrollierten doppelblinden Follow-Up-Studie von Dalziel et
al. gezeigt wurde.®® Hier wiesen 30-jahrige Erwachsene, deren Mutter wahrend der
Schwangerschaft einen BET-Zyklus erhalten hatten, im Vergleich zur Kontrollgruppe
eine erhohte Insulinresistenz im oGTT auf.®® (Tabelle 3)

1.7.6 GC-Exposition und das Verdauungssystem

Tierexperimentell wurden einige positive Effekte antenataler GC auf den
Gastrointestinaltrakt festgestellt. Sie verbessern die Reifung von Drisen und Villi,
bewirken die Synthese von Verdauungsenzymen wie Sucrase-lsomaltase und Maltase
und beschleunigen die Glykogensynthese und den Kanalikuli-Aufbau in der Leber.3"%*
Ahnliche Effekte werden bei menschlichen Feten vermutet, da exponierte Friilhgeborene
signifikant seltener eine nekrotisierende Kolitis nach GC-Gabe entwickeln als nicht

behandelte Kinder.™*® (Tabelle 3)
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Tabelle 3. Antenatale GC-Exposition und die Wirkung auf verschiedene Organsysteme
BET oder Anzahl der SS-Alter Auswirkung auf die Organsysteme
DEX GC-Gabe der Feten
ZNS und PNS
einfach/ . . 6 .
repetitiv ZGehi rnﬁe{swl cht
ZAxonmyelinisieru
callosum und Nervus opticus*®" ** (s)
BET ZRe?fgng von Astro;
_ _ repetitiv spate tight junctions an HirngefalRen™ (s)
Tierstudien SSW .
ZEnt wicklung der p
AugengroRe'® (s)
ZAxonwachstum de
ischiadicus™* (s)
Zdosisabh?2ngi ¢
DEX repetitiv Neuronendegeneration,
Hippocampusvolumen™* (a)
Humanstudien BET repetitiv Séps""\}\? ZGehirnoberflachdé?
HPA-Achse
ZExpression von hi
DEX und MR (R)
y C R-Bxpression im NPV und in der
Amygdala*® R
Z C R-Bxpression im NPV*** ()
BET/DEX YyEXxpression vor1144MR
3 dentatus und im Hippocampus™ (M
Tierstudien repetitiv spate PP P ™
SSwW = 145
y T e st o-®lasemakonzentration
(M)
DEX ZMR-Expression im Hippocampus™*® (v)
ZGR-Expression im NPV und in der
Hypophyse'* ()
ybasaler ACTH- und Kortisol-
BET Plasmaspiegel*® (s)
) ~ ZAtmungsaktivitat, ZHerzfrequenz,1 ,
Humanstudien BET einfach Ssps&.lx ZKerperbeweglichk®i
7 H P-Achse-Aktivitat'>*"?
Kognitives System und Verhaltenssystem
Corticosteron repetitiv msltél\%e Veréanderung der motorischen Aktivitat
Tierstudien Spite
™. - . 4
DEX repetitiv SSW ZExpl or atltend*h(®v e r
Z Sprach- und
repetitiv Sprechentwicklung, intellektuelle und
) P spate motorische Entwicklung, schulische
Humanstudien BET SSW LeiStUn956’12 -131
\/ H 1 a
repetitiv Ayl;)éperakt|V|t t,

¥ a r -elestsuktives Verhalten®®
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Fortsetzung Tabelle 3:

Herz- und Kreislaufsystem

einfach/ SS-Alter
BET/DEX - unabhan- yArteri el M8 (smlaut
repetitiv o
spate |y gl omerul @2re und®®L
BET SSW (S)
Tierstudien DEX fSrléf\llS ’ e
repetitiv mittlere ZGlomeruli-Anzahl™" ™" (s, R)
BET SSW
frthe |§LinksherzhYpeletebp
DEX SSW ZHerzfunk’[ionlg3
Humanstudien BET einfach ZF?\BS gArteri el | ZHerzfrBjuant™d 1
Glukosestoffwechsel
frihe
DEX
SSW yGl ukoseiff% I er
Tierstudien BET repetitiv .
spate
DEX Ssw yHyperglykamie, ¥H
. . spéate ~ . 60 .
Humanstudien BET einfach SSW gl nsulinresist
Verdauungssystem
~ P 7,
Tierstudien | BET/DEX 2 2 JReifung des Gastor
Humanstudien | BET/DEX ? sépsax Znekrotisierende Kolitis™*®

Vergleichende Zusammenstellung der Wirkung und Verdnderungen GC exponierter Feten bzw.
Neugeborener in Tier- und Humanstudien. BET=Betamethason, DEX=Dexamethason, SS-Woche =
Schwangerschaftswoche, SS-Alter=Schwangerschaftsalter ~ zum Zeitpunkt  der  GC-Gabe,
M=Meerschweinchen, R=Ratte, S=Schaf, A=Affe

1.8 GC-Exposition und das fetale Wachstum

Das Geburtsgewicht ist ein sogenannter Surrogatmarker fir das Wohlbefinden des

Neugeborenen wund f ¢r die Afetale Lebensqual

(Makrosomie/Wachstumsretardierung), die bereits pranatal durch intrauterine

Veranderungen verursacht wurde, kann nach d e r Theorie der

Aper |

Avegetativen Programmi erunghi mi t Di spositic

Erwachsenenalter assoziiert sein.'®*®® Eine Beeinflussung des fetalen Wachstums und
des Geburtsgewichtes durch die antenatale GC-Gabe wurde sowohl im Tierversuch als
auch in Humanstudien nachgewiesen.

Tierversuche: In experimentellen Arbeiten an Tiermodellen wurde sowohl nach einer

einmaligen als auch nach mehrmaliger intrauteriner GC-Exposition bei
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unterschiedlichen Spezies eine dosisabhéngige Wachstumsrestriktion beobachtet.®*®”

146,164,165

Humanstudien: Auch in epidemiologischen Humanstudien zeigten die Neugeborenen

nach antenataler GC-Gabe eine signifikante Abnahme des Geburtsgewichtes, des
Kopfumfanges und der Korperlange, wobei die ersten beiden Parameter eine

Dosisabhéngigkeit aufweisen. %1%

1.9 APerinat al Programming Hypothesi so

Das Konzept der Aperinatalen Programmierung
Dorner bereits im Jahr 1970 beschrieben. Er vermutete, dass eine fetale Exposition
gegenuber Veranderungen der intrauterinen Umgebung wahrend einer kritischen
Entwicklungsphase zu einer Stérung von Wachstum, Stoffwechsel, Reproduktions- und
Immunsystem fuhrt. Nick Hales und David J.P. Barker griffen diese Theorie im Jahr 1992

auf und pragtenden Be gr i f f  eabg-Sydd®ms A°IPeter Gluckmann und Mark
Hanson schlugen im JahMi s2att4 hd iHy p&ddireisr@&Ma tvoot
Hypothese gehen sie wie Ddérner davon aus, dass die fetalen Organe wahrend der
pranatalen Entwicklung unter dem Einfluss von Umweltfaktoren stehen, wie z.B.
Mangelernahrung der Mutter oder des Fetus.'”* Diese konnten zu einer Anderung der
Genexpression sowie der Struktur und der Funktionsweise der fetalen Organen und
Organsysteme fiihren.'” Eine spétere Disposition fiir die Entstehung chronischer
Erkrankungen wie koronare Herzkrankheit, arterielle Hypertonie, metabolisches
Syndrom und Diabetes mellitus Typ 2 sowie auch von onkologischen Erkrankungen

kénnte aus den negativen Auswirkungen der fetalen Programmierung resultieren.*” In

vielen Humanstudien wurde festgestellt, dass Kinder mit einem reduzierten
Geburtsgewicht ein hdheres Risiko haben, in der Zukunft eine Hyperlipidamie, eine
koronare Herzkrankheit, eine arterielle Hypertonie oder einen Diabetes mellitus Typ 2 zu
entwickeln.!®” Aé Mechani stisch scheint es sich hi
normativen, vegetativen Konditionierungsprozess zu handeln, bei dem epigenomisch

und mikrostrukturell durch die Quantitat und Qualitdt von umweltabhangigen
Entwicklungssignalen (Erndhrung, Hormone, Xenobiotika usw.) Funktionsweisen von der
subzellularen bis hin zur kybernetisch regulierten organismischen Gesamtebene , er | er n
wer den, i m Sinne einer initialen Konditioni

Andreas Plagemann 2014.1%
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Die Plazenta scheint in diesem Zusammenhang ebenfalls eine wichtige Rolle zu spielen.
Niedriges Plazentagewicht und hohe Plazentaeffizienz, das heilit eine schwere Plazenta
im Verhaltnis zu einem kleinen Geburtsgewicht, pradisponieren zu einem héaufigeren
Auftreten einer arteriellen Hypertonie im spateren Leben.'’®

Des Weiteren beobachteten Barker et al. einen Zusammenhang zwischen der
Plazentagrof3e, der maternalen Korperlange und dem Vorkommen einer arteriellen
Hypertonie.'”® Demnach besteht ein erhohtes Risiko fiir die Entwicklung eines
Bl ut hochdruckes im Erwachsenenalter bei
und einer groRen Plazentabasalflache.'”® Unabhéngig von der maternalen Kérperlange
zeigte sich zudem eine Assoziation zwischen einer kleinen plazentaren Basalflache und
dem haufigeren Auftreten einer arteriellen Hypertonie.*”®

Barker und Eriksson vermuten, dass eine bestimmte Kombination der Faktoren
plazentare Basalflache, maternale Korperlange und maternaler BMI, zu einer
unausgeglichenen intrauterinen Ernahrung des Fetus fihren kénnte und hiermit eine
Zunahme des Ponderalindexes, das heil3t eine Asymmetrie der Neugeborenen mit einer

kurzen Korperlange im Verhaltnis zum Geburtsgewicht, hervorrufen kénnte, 218

1.10 Fragestellung, Arbeitshypothese, Ziel

In vielen experimentellen Tierstudien wurde nach einmaliger oder wiederholter Gabe
antenataler GC (BET oder DEX) eine Restriktion des Geburtsgewichts exponierter
Nachkommen beobachtet. Hierbei konnte gezeigt werden, das beim Schaf nach BET-
Gabe diese Geburtsgewichtsreduktion mit einer fir das fetale Wachstum beim Schaf
essentiellen Abnahme der aus der Plazenta stammenden maternalen und fetalen oPL-
Plasmakonzentrationen einherging.®® Ursachlich hierfiir konnte durch Braun et al. in der
Plazenta eine verminderte Anzahl binuklearer Zellen ausgemacht werden, welche oPL
sowohl in die fetale als auch die maternale Zirkulation sezernieren.®® Auch beim
Menschen konnte in einer Fall-Kontroll-Studie retrospektiv eine dosisabhange Reduktion
des Geburtsgewichtes nach BET-Behandlung im Vergleich zu altersgepaarten
Kontrollen ohne BET-Behandlung demonstriert werden.*®®  Erniedrigte  hPL-
Plasmakonzentrationen konnten im Zusammenhang mit einem verminderten

183

Fetalwachstum (IJUGR) aufgezeigt werden. In einer Humanstudie zeigten sich

Hinweise  fir eine  vorribergehende  Abnahme der maternalen  hPL-

2

Plasmakonzentrationen nach repetitiven antenatalen GC-Gaben,’® so dass sich die

Frage stellt, inwieweit bereits die einmalige Behandlung mit einem Zyklus BET

30

e



(2x12mg) im Abstand von 24 Stunden, entsprechend den aktuellen
Therapieempfehlungen, zu einer Beeintrachtigung des fetalen Wachstums und der

plazentaren Funktion fuhrt.

Arbeitshypothese:
Wir vermuten daher, dass bereits ein einmaliger Zyklus antenataler BET Gabe im
Rahmen der LRI bei drohender Frihgeburtlichkeit in einer Einlingsschwangerschaft
1 zu einer Abnahme der anthropometrischen Parameter (Geburtsgewicht,
Kopfumfang, Korperlange, Ponderalindex),
zu einer Plazentagewichtsreduktion,
zu einer Abnahme der maternalen hPL-Plasmakonzentrationen innerhalb von 48
Stunden nach der ersten Gabe und/oder zum Zeitpunkt der Geburt,
1 zu einer Abnahme der plazentaren hPL-Proteinkonzentration
1 und zu einer Verminderung der Anzahl der Kerne im Synzytiotrophoblasten

fuhren konnte.

Ziel:

Ziel der Arbeit ist es, in einer prospektiven Studie zu Uberprufen, ob bereits eine
einmalige antenatale Exposition mit BET im Rahmen der LRI bei drohender Friihgeburt
zur einer Wachstumsrestriktion fuhrt und diese ebenfalls mit einer Herabsetzung der
maternalen hPL-Plasmaspiegel einhergeht, und ob ein Zusammenhang zwischen den
maternalen hPL-Plasmakonzentrationen und den plazentaren hPL-Proteinlevel besteht.
Des Weiteren soll untersucht werden, ob die GC-vermittelten Veradnderungen der
Plazentamorphometrie und der Zellparameter der Synzytiotrophoblasten mit einer
Abnahme des maternalen hPL-Plasmaspiegels und der plazentaren hPL-Proteinlevel

korrelieren.

2. Material und Methoden

Diese prospektive Fall-Kontroll Studie wurde in der Klinik fur Geburtsmedizin der
Charité Berlin, Campus Virchow durchgefuhrt, ein positives Ethikvotum liegt vor (Ethik-
Antragsnummer: EA2/149/07). Alle Probandinnen wurden mundlich und schriftlich Gber

den Studienverlauf aufgeklart. Die Teilnahme der Patientinnen wurde auf der
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Einwilligungserklarung durch Unterschrift bestétigt, eine Kopie wurde den Patientinnen
ausgehandigt.

2.1 Studienkollektiv und Probengewinnung

Voraussetzung fur den Studieneinschluss war die einmalige Gabe von 2x12 mg BET
intramuskular im Abstand von 24 Stunden, appliziert zwischen der 23+5 und 34+0 SSW
bei normosomen Feten mit einem Ultraschallschatzgewicht zwischen der 10. und 95.
Perzentile. Die Frauen erhielten ebenfalls entsprechend den Leitlinien eine Tokolyse mit
Fenoterol oder Nifedipin, bei vorzeitigem Blasensprung oder dem Verdacht auf eine
Infektion eine antibiotische Therapie. Weitere Ein- und Ausschlusskriterien sind in
Tabelle 4 dargestellt. Entsprechend den Vorversuchen im Tierexperiment und einem
vermuteten Abfall der oPL-Plasmakonzentrationen nach BET-Gabe von etwa 40%,%

bzw. der oPL-Proteinkonzentration von bis zu 72%,8®

sowie Ergebnissen aus der
Literatur mit einem Abfall der hPL-Plasmakonzentrationen in IUGR Feten um etwa
40%,"®* wurde in der Power Kalkulation eine Fallzahlberechnung von n=34 Patientinnen
fur den Behandlungsarm (BET) sowie n=34 Patientinnen fir den Kontrollarm berechnet

(power 0,9, alpha 0,05, sd s within each group 2,3).

Tabelle 4: Ein- und Ausschlusskriterien

Einschlusskriterien Ausschlusskriterien

Einlingsschwangerschaft Mehrlingsschwangerschaft, schwere Fehlbildungen

Alter der Schwangeren: 18-45 Jahre HELLP, Praeklampsie, Eklampsie, SIH

SS-Alter zum Zeitpunkt der BET-Gabe: 23+5 bis [ HIV, Hepatitis C

34+0 SSW

Schatzgewicht des Fetus zum Zeitpunkt der|Feten mit intrauteriner Wachstumsrestriktion mit

BET-Gabe: 10. bis 95. Perzentile einem Schatzgewicht <10. Perzentile oder >95.
Perzentile; pathologischem umbilikalem oder
uterinem Doppler, bereits  vorbestehender
Wachstumskurvenabflachung

Einmaliger BET-Zyklus mit 2x12 mg repetitive BET-Gaben

Entbindung vor Abschluss eines vollstandigen BET
Zyklus

Maternale Angaben (Alter, Korpergrofie, Gewicht vor der Schwangerschaft und vor der
Entbindung, Nikotinabusus, Ethnizitat), Grund der stationdren Aufnahme, biometrische
Ultraschall-Daten der Feten zum Zeitpunkt der BET-Gabe (Schatzgewicht, Kopfumfang,
biparietaler Kopfdurchmesser, Frontookzipitaldurchmesser, Abdomenumfang,
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Femurlange) sowie anthropometrische Daten und Reifeparameter der Neugeborenen

(Geburtsgewicht, Kopfumfang, Lange, Apgar-Werte, Blutgasanalyse) wurden erfasst.

In der BET-Gruppe wurden, entsprechend dem Studienprotokoll, den Patientinnen vier
venose Blutproben entnommen: Die erste unmittelbar vor der ersten BET-Gabe, die
zweite 24- und die dritte 48-Stunden nach der ersten BET-Gabe. Die vierte
Blutentnahme erfolgte zum Zeitpunkt der Geburt bei einem Muttermundsbefund von 4-5
cm. Bei den Kontroll-Patientinnen erfolgte nur eine Blutentnahme zum Zeitpunkt der
Geburt in der Eréffnungsphase bei einem Muttermundsbefund von 4-5 cm. Das Blut
wurde jeweils unverziglich nach Abnahme bei 5500 rpm fur 10 Minuten zentrifugiert
(Labofuge 400, Heraeus, Deutschland). Das erhaltene Blutplasma wurde aliquotiert und
bei -20°C bis zur Weiterverarbeitung zunachst eingefroren. Des Weiteren wurden direkt
nach der Geburt Plazentaproben asserviert. Die gewonnenen peripheren und zentralen
Gewebsproben wurden nach dem Zufallsprinzip ausgewahlt (systematic and uniform

random sampling protocol)*®®

und zunachst in flussigem Stickstoff eingefroren und bis
zur Weiterverarbeitung bei -80°C gelagert. Von dem gleichen Plazentagewebestick
wurden nach Formalinfixierung Paraffinblocke fur die Immunohistochemie durch die
hiesige Pathologie, Frau PD Dr. Hauptmann, angefertigt.

Die Angaben zu den Herstellern der Reagenzien und die detaillierte Zusammensetzung

der L°sungsmittel sind am Ende des Kapitels

2.2 Immunhistochemische Untersuchung

In dieser Studie wurde eine immunenzymatische Avidin-Biotin-Komplex-Farbemethode
(ABC) eingesetzt.'®® Diese Methode basiert auf der hohen Affinitit von dem
Huhnereiweil3-Glykoprotein Avidin zu Biotin (Vitamin H). An den primaren Antikorper,
der gegen das humane Plazenta Laktogen gerichtet ist, wird Uber einen biotinylierten
sekundaren Antikorper der ABC-Komplex angekoppelt. Diese Antigen-Antikorper-
Reaktion wird durch eine Enzym-Substrat-Reaktion sichtbar gemacht. Das Enzym
(Peroxidase) bildet mit dem Substrat (Wasserstoffperoxid) und dem Chromogen (3,3'-
Diaminobenzidin, DAB) ein farbiges Prazipitat, das im Lichtmikroskop sichtbar wird und

die Lokalisation des Antigens in Synzytiotrophoblasten nachweist.
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2.2.1 Probenvorbereitung

Von dem in Paraffin eingebetteten Plazentagewebe wurden mit dem Rotationsmikrotom
HM 340E (Microm, Deutschland) 5um dicke Gewebsschnitte hergestellt und auf
Superfrostobjekttrager (Menzel-Glaser, Deutschland) aufgezogen, 30min bei 32°C
luftgetrocknet und anschliel3end in einem Brutschrank B290 (Heraeus, Deutschland) bei
37°C uber Nacht getrocknet. In jedem Farbeansatz wurden 5 periphere und 5 zentrale
Plazentagewebeschnitte von einer BET- und einer Kontroll-Patientin untersucht.
Zusatzlich wurden bei jedem Versuch eine negativ Kontrolle zum Nachweis der
Antikorperspezifitat und eine interne Kontrolle, zum Ausgleich eines systematischen

Fehlers zwischen den Experimenten, hinzugefugt.

2.2.2 hPL Immunhistochemie Farbeprotokoll
Nach zahlreichen Vorversuchen mit Austestung der optimalen Farbeergebnisse konnte
folgendes Protokoll etabliert werden:

Tag 1.

Die Gewebeschnitte wurden in Xylol (2 x 5 min) entparaffinisiert und in absteigender
Alkoholreihe rehydriert: Ethanol 100 % (2 min), 90 % (2 min), 70 % (2 min), 50 % (2
min). Danach erfolgten Waschschritte in Leitungswasser (1 x 5 min) und in PBS (1 x 10
min, pH 7,3). Fur die Antigendemaskierung wurden die Objekttrager in einem
Zitronensaure-Citrat-Puffer (pH 6,0) 10 Minuten lang gekocht und anschlieRend, nach
10-minutiger Abkuhlung bei Raumtemperatur, mit PBS (3 x 2 min, pH 7,3) gewaschen.
Zur Reduktion der Hintergrundfarbung erfolgte eine Peroxidase Blockierung (15 min).
Um ein Verlaufen der Losungen und eine Austrocknung der Schnitte zu verhindern,
wurden die Objekttrager in eine feuchte Kammer gelegt und mit einem hydrophoben
Markierungsstift (PAP-Pen) umrandet. Nach Waschen in PBS (2 x 2 min, pH 7,3)
wurde, zur Vermeidung unspezifischer Bindungen, mit 2 %-igem Normalserum der
Ziege (VECTOR) fur 30 Minuten sowie mit Protein Block (Dako) Uber 5 Minuten
geblockt. Danach wurden die Schnitte mit dem priméren anti-hPL Antikérper (rabbit,
1:600) bei 4 °C Uber Nacht inkubiert.

Tag 2:

Die Gewebeschnitte wurden in PBS (3 x 5 min, pH 7,3) gewaschen und mit dem
sekundaren Antikérper 1gG (anti-rabbit, 1:500) fur 2 Stunden bei Raumtemperatur
inkubiert. Es folgten weitere Waschungen mit PBS (3 x 5 min, pH 7,3) und eine 60-
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minutige Inkubation mit dem ABC-Komplex (VECTOR). AnschlieRend wurden die
Gewebeschnitte zunachst mit PBS (2 x 5 min, pH 7,3) und dann mit Tris/HCI-Puffer (5
min, pH 7,6) gewaschen. Zur Lokalisation des Antigens erfolgte eine Inkubation mit
DAB fir 10 Minuten bei Raumtemperatur. Nach Waschung mit Tris/HCI-Puffer (1 x 10
min, pH 7,6), PBS-Puffer (1 x 5 min, pH 7,3), Leitungswasser (1 x 5 min) und Aqua dest
(1 x 5 min) wurden die Schnitte fur die Gegenfarbung der Zellkerne 60 Sekunden lang
in Hamatoxylin-Losung nach Mayers inkubiert und daraufhin unter flieRendem Wasser

fur 10 Minuten gesplilt.

Zum Abschluss wurden die Gewebeschnitte in aufsteigender Ethanolreihe wieder
dehydriert: Ethanol 50 % (2 min), 70 % (2 min), 90 % (2 min), 100 % (2 x 2 min), Xylol
(2 x 4 min). Alle Objekttrager wurden anschlielend mittels Entellan mit einem

Deckglaschen eingedeckt.

2.2.3 Bildanalyse

Die immunhistologische Bildanalyse wurde mit einem Lichtmikroskop (Axioscope; Zeiss,
Deutschland) mit integrierter Kamera (DXC-390P; Sony) und der Software KS 400 3.0
(Zeiss, Deutschland) durchgefuhrt. Von jedem Gewebeschnitt wurden 5 verschiedene,
zufallig ausgewahlte, reprasentative Gesichtsfelder bei 40-facher Vergréf3erung
untersucht. In den peripheren und zentralen Plazentaanteilen wurden getrennt
voneinander im hPL positiv angefarbten Synzytiotrophoblasten die Zellkernanzahl
(Anzahl der Zellkerne pro 512 x 512 um?2) und die Zellkerndichte (Anzahl der Zellkerne
pro 1 mm2) ermittelt. Des Weiteren wurden der Kernumfang (in um) und die Kernflache
(in um?2) von 5 Zellkernen des hPL positiv angefarbten Synzytiotrophoblasten sowie die
optische Dichte an 10 reprasentativen Stellen im hPL-positiv geféarbten
Synzytiotrophoblasten bestimmt (Abb.2). Mit Hilfe der optischen Dichte wurde der
Farbeindex ermittelt, indem der Quotient aus dem Mittelwert der optischen Dichte des
zu untersuchenden Schnittes und der optischen Dichte der internen Kontrolle gebildet

wurde. Insgesamt wurden 3550 Bilder verblindet ausgewertet.
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Abbildung 2: Bildanalyse von hPL postiv gefarbten Syncytiotrophoblasten

Auswertung der Zellkernzahl (A), der Zellkerndichte (B), der optischen Dichte (C), des Kernumfanges
bzw. der Kernflache (D).

2.3 hPL Proteinbestimmung mittels Western Blot Analyse

2.3.1 Proteinextraktion und Bradford Assay

Fur die quantitative Bestimmung der hPL-Proteinkonzentration in der Plazenta wurde
das Western Blot Verfahren angewendet. Aus jeweils peripheren und zentralen
Plazentagewebsproben wurden 200 mg tiefgefrorene Gewebesticke mit 800 ul RIPA-
Lysis Puffer vermischt und in einem Tissue lyser (QIAGEN, Niederlande) 3-mal 5
Minuten bei 25 Hz homogenisiert. AnschlieRend wurden die Proben fir 15 Minuten bei
4 °C zentrifugiert (Eppendorf, Deutschland). Der Uberstand wurde aliquotiert und bei -
20 °C bis zur Weiterverarbeitung eingefroren. Im Anschluss erfolgte die Bestimmung
der Gesamtproteinkonzentration nach Bradford.'®” Zur Erstellung der Eichkurve wurde
eine BSA-L6sung mit den Verdinnungen 1:000, 1:550, 1:250, 1:125, 1:62,5, 1:31,25,
1:15,625 verwendet. Alle Proben wurden vor der Proteinkonzentrationsbestimmung mit
Aqua Dest verdinnt (1:100) und mit Protein Assay 1:100 gemischt. Nach 5-minutiger
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Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Extension mit einem Photometer (BMG
LABTECH, USA) bei 595 nm Wellenlange zweifach gemessen. Die
Proteinkonzentration wurde anhand der Standardreihe mit der Software Fluostar
Optima 2.10 (BMG LABTECH, USA) ermittelt.

2.3.2 Western Blot Protokoll

Vorbereitung:

Unmittelbar vor der Gelzubereitung wurde die Gelkammer (BioRad, Deutschland) mit
Propranolol gereinigt und zusammengebaut. Das Separationsgel wurde gegossen, als
Schutz vor Austrocknung mit Aqua Dest Uberschichtet und fir ca. 1 Stunde bis zur
Auspolymerisierung bei Raumtemperatur stehen gelassen. Beste Ergebnisse wurden
mit einer Separationsgelkonzentration von 14% ermittelt. Direkt vor dem GielRen des
Sammelgels wurde das Aqua Dest entfernt. Das 4%-ige Sammelgel wurde vorbereitet
und Uber das Separationsgel geschichtet. AnschlieRend wurde ein Kamm mit 10
Probentaschen eingesetzt. Nach ca. 30 Minuten waren die Gele einsatzbereit.

In Vorversuchen wurden die Resultate einer 5 %-igen BSA-LAosung und einer 5 %-igen
Milchpulver-Losung als Antikdrperverdinner miteinander verglichen. Wegen der
schwéacheren Hintergrundfarbung wurden in dieser Studie die 5 %-ige Milchpulver-
Losung verwendet. Des Weiteren wurde in Vorversuchen die optimale Verdinnung des
primaren anti-hPL Antikdrpers (rabbit, 1:400, 1:500, 1:600, 1:1000) sowie die
einzusetzende Proteinmenge mittels Proteintitrationsreihe (10, 20, 40, 60, 80 und 100)
untersucht. Die besten Ergebnisse ergaben sich bei einer Proteinmenge von 20 pg und

einer Antikérperverdiinnung des primaren hPL Antikorpers von 1:1000.

Tag 1.

Direkt vor Versuchsbeginn wurden die extrahierten Proteine und Ripa-Lysis Puffer im
Verhaltnis 1:1 mit Mercaptoethanol vorverdinntem LSB gemischt und anschliel3end in
einem Thermomixer (Eppendorff, Deutschland) bei 350 rpm bei 55 °C fir 10 Minuten
inkubiert. Die Messung der hPL Proteinkonzentration in jeder Plazentaprobe wurde in
Dreifach-Bestimmung durchgefiihrt. Die Auftrennung der Proteine erfolgte mittels SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese. In die Taschen des Sammelgels wurden neben den
Proben (25 ul) aus peripheren und zentralen Plazentaanteilen von den BET- und
Kontrollpatientinnen noch ein Marker (5 pl) und eine interne Kontrolle (25 ul)

aufgetragen. Nach einer Laufzeit von 30 Minuten im Sammelgel bei 80 Volt wurden die
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Proteine im Separationsgel bei 150 Volt innerhalb von weiteren 100 Minuten in
Proteinbanden entsprechend ihres Molekulargewichtes aufgetrennt. Der Proteintransfer
vom Gel auf eine Nitrozellulosemembran (BioRad, Deutschland) erfolgte in Transfer-
Puffer innerhalb von 60 Minuten bei 110 Volt. Fur die Blockierung von unspezifischen
Bindungen wurden die Membranen tber 60 Minuten bei Raumtemperatur mit 7,5 %
Blocking-Puffer inkubiert. Anschlie3end erfolgte die Inkubation der Membranen mit
primarem anti-hPL Antikdrper (rabbit, 1:1000) tber Nacht bei 4°C.

Tag 2:

Nach Waschung in PBS-T (6 x 5 min, pH 7,5) erfolgten die Inkubation fir 60 Minuten
mit dem verdinnten, Peroxidase-konjugierten, sekundaren Antikdrper (donkey anti-
rabbit, 1:5000) bei Raumtemperatur, gefolgt von einer erneuten Spulung mit PBS-T (6 x
5 min, pH 75). Zum Detektieren der Proteinbanden wurde ein
Chemilumineszenzverfahren verwendet. Daftir wurden die Membranen eine Minute lang
mit ECL-Substrat inkubiert. AnschlieRend wurde eine Emmissionsbildanalyse mit einer
Belichtungszeit von 30 Sekunden mit dem Versa Doc Imaging System 4000 (BioRad,
Deutschland) durchgefihrt.

3-Actin-Inkubation

Als Referenzprotein wurde das ubiquitar in Zellen vorhandene [3-Actin verwendet. Die
Membranen wurden mit dem verdinnten primaren AntikGrper (mouse, anti-R-Actin,
1:10.000) bei 4 °C tber Nacht inkubiert.*®® Am nachsten Tag erfolgte nach Waschung
mit PBS-T (6 x 5 min, pH 7,5) eine 60-minitige Inkubation mit dem verdiinnten
sekundaren IgG Antikdrper (anti-mouse, 1:10.000) bei Raumtemperatur. Nach weiteren
Waschschritten mit PBS-T (6 x 5min, pH 7,5) wurde die Bildentwicklung wie bereits
oben beschrieben durchgefihrt.

2.3.3 Bildanalyse

Die hPL-Bande (22 kDa) sowie die R3-Actin-Bande (42 kDa) wurden mit Hilfe der
Software Quantity One 1-D 4.5.2 analysiert (BioRad, Deutschland). Zur Minimalisierung

des Azufa2alligen Fehlersfi bei der Gel herstell
optische Dichte ermittelt (Quotient aus der optischen Dichten der hPL-Banden bzw. der
3-Actin-Bande der zu untersuchenden Plazentaprobe und der jeweilig mitgelaufenen

internen Kontrolle, Abb. 3 + 4).
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Abbildung 3: Exemplarische Abbildung einer Western Blot Membran

42kDa R-Actin

Gleichzeitige Darstellung der hPL- und der R-Actin-Banden.

Abbildung 4: Exemplarische Darstellung der Bildanalyse

A

Hintergrundabgleich

\

(BT
22kDa hPL e sgge sigm U g A e e SO Wil e VR 1

B
Hintergrundabgleich
42kDa R-

Auswertung mit Hilfe der Software Quantity One 1-D Version 4.5.2. A): markierte hPL-Bande mit
Darstellung des Hintergrundabgleiches; B): hPL- und markierte R-Actin-Banden mit Darstellung des
Hintergrundabgleiches.
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2.4 hPL Plasmabestimmung mittels indirektem Radio-Immunassay

Fir die quantitative Bestimmung der hPL-Konzentration im maternalen Blutplasma
wurde ein Radio-Immunassay Verfahren verwendet. Von allen Proben wurde eine
Doppelbestimmung durchgefinhrt.

Der Versuch wurde entsprechend der Arbeitsanweisung des Herstellers DIAsource
(Jahr 2009) durchgefuhrt.® Fir die Erstellung der Standardkurve wurden 5
Kalibratoren mit je 0,5 ml Aqua Dest gemischt: 14,1 pg/ml, 5,3 pg/ml, 2,35 pg/ml, 1,03
pg/ml, 0,44 upg/ml. Die hPL-Konzentration der jeweiligen Probe wurde Uber
Dosisinterpolation mit der Standardkurve in einem Automatic Gamma Counter
470Wizard (PerkingElmer, USA) ermittelt.

Alle Plasmaproben wurden nach dem Auftauen 3 Minuten lang bei 3500 rpm
zentrifugiert (Eppendorff, Deutschland). 25 ul des Probenilberstandes sowie 100 pl 125-
Jod markiertes hPL wurden in mit hPL-Antikdrper beschichtete Rohrchen Uberfuhrt.
Nach einer Inkubationszeit von 60 Minuten wurde der Inhalt der R6hrchen abgesaugt,
mit 2 ml einer Waschldsung gespult und anschlieRend wieder abgesaugt. Die R6hrchen
wurden 2 Minuten bei Raumtemperatur stehen gelassen und die verbliebenden
Flissigkeitstropfen abgesaugt. Danach wurde die Radioaktivitat in den Rohrchen in
dem Automatic Gamma Counter 470Wizard (PerkingElmer, USA) in Doppelbestimmung

gemessen.

2.5 Probleme bei der Probengewinnung

Insgesamt wurden primér 158 Einlingsschwangerschaften eingeschlossen, wobei von

93 Patientinnen weitgehend vollstandige Sets an Plazenta- und Plasmaproben
gewonnen werden konnten. Der haufigste Grund fur den Wegfall von
Studienteilnehmerinnen war die Entbindung in einem anderen Krankenhaus. Aufgrund

von Verfahrensschwierigkeiten sind die Proben-Sets einiger weniger Patientinnen
inkomplett. Bei funf Patientinnen aus der BET-Gruppe fehlte aufgrund der Entbindung

per Notsectio die 4. Blutentnahme, bei weiteren zwei Patientinnen ist die Entnahme der

4. Blutenthahme verpasst worden. Bei acht BET-Patientinnen ist der Zeitpunkt der 4.
Blutentnahme unbekannt, aus diesem Grund wurden diese Proben aus der Auswertung

heraus genommen. Bei einer Kontroll-kPat i entin fand die Bl utent
der Geburtin erst nach dPeobe wHrdetbbi idan deretlgnungen at t .
ebenfalls nicht bertcksichtigt. Bei einer BET- und einer Kontroll-Patientin konnten

wegen nicht erfolgter Mitteilung Uber die Entbindung weder die formalinfixierte noch die
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frische Plazenta gewonnen werden. Aus dem gleichen Grund entfiel bei drei weiteren
BET-Patientinnen die Gewinnung der Plazentaproben. Bei einer BET-Patientin wurden
falschlicherweise nur die peripheren Anteile aus der frischen Plazenta entnommen. Bei
drei Neugeborenen aus der Kontroll-Gruppe und bei finf Neugeborenen aus der BET-
Gruppe konnte die vollstdndige Blutgasanalyse nicht durchgefiihrt werden. Insgesamt
war es moglich bei 49 Kontroll- und 44 BET-Patientinnen fur 36 Kontroll- und 18 BET-
Patientinnen ein komplettes Proben-Set zu generieren. Um die Gruppen
gestationsalterabhangig miteinander vergleichen zu kénnen, wurden aus der BET-
Gruppe acht Patientinnen aus der Studie ausgeschlossen, die vor der 30. SSW
entbunden wurden. Weitere zwei mit BET vorbehandelte Patientinnen wurden
ausgeschlossen, weil bei diesen zwischen der LRI und der Fetometrie-Messung ein

Zeitabstand von zwei Wochen lag. In_allen_Abbildungen und Tabellen wurden die

jeweiligen zur Analyse stehenden Probenzahlen aufgefiihrt.

2.6 Berechnungen

Fur beide Untersuchungsgruppen wurde der Body-Mass-Index (BMI) nach der Formel:
Koérpergewicht (kg) / (Kérperlange m)? errechnet.®® Die BMI-Zunahme (BMI-gain)
wurde aus der Subtraktion des BMI zum Zeitpunkt der Entbindung mit dem BMI vor der
Schwangerschaft berechnet. Das fetale Ultraschall-Schatzgewicht wurde nach Hadlock
berechnet.'®* Die Perzentile und die Z-Score-Werte des Gewichtes, der Lange und des
Kopfumfanges der Neugeborenen zum Zeitpunkt der Geburt sowie des
Plazentagewichtes wurden nach der LMS Methode ermittelt.*>!* Da das
Geburtsgewicht und das Plazentagewicht miteinander positiv korrelieren, wurde die
Plazentaeffizienz zur Untersuchung der morphologischen Adaptation der Plazenta nach
der BET-Gabe nach folgender Formel ermittelt: 100*Plazentagewicht /
Geburtsgewicht.'®® Zur Abschatzung des Korperfettgehaltes der Neugeborenen wurde

der Ponderalindex berechnet: 100*Geburtsgewicht (kg) / (Kérperlange cm)3.*%

2.7 Statistische Auswertungen

Die statistische Auswertung wurde mit Hilfe der Software SPSS 20.0 (SPSS Inc.,
Chicago, lllinois 60606, USA) durchgefuhrt. Die Grafiken wurden mit dem Programm
SigmaPlot 8.0 (Systat, San José, Kalifornien, USA) erstellt. Eine Signifikanz fur alle

Tests wurde bei einem p < 0,05 angenommen.
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Bei der Datenauswertung wurden sowohl parametrische als auch nichtparametrische
Testverfahren angewendet. Fir alle erhobenen Daten wurden Mittelwerte und
Standardfehler berechnet.

A) Zunachst wurde die deskriptive Statistik und explorative Datenanalyse durchgefthrt:
Unterschiede in den maternalen Parametern wie Alter, Korperlange, Gewicht und BMI
vor der Schwangerschaft und zum Zeitpunkt der Geburt sowie BMI-Zunahme und
Schwangerschaftsdauer zwischen der Kontroll- und der BET-Gruppe wurden mit dem
Mann-Whitney-U-Test untersucht. Die Parameter Nikotinabusus, Antibiotika-Gabe und

Anzahl an Sectiones wurden mit dem Fisher's Exakt Test untersucht.

B) In einem zweiten Schritt wurden dann die Auswirkungen von BET auf das fetale
Wachstum, die Plazenta und die maternalen hPL-Plasmaspiegel untersucht:

Die Effekte der antenatalen BET-Therapie auf die neonatalen-anthropometrischen
Parameter (Geburtsgewicht, Koérperlange, Kopfumfang), den Ponderalindex, den
vendsen und arteriellen pH-, pO,- und pCO,-Wert, den Base Excess, den 1-, 5- 10-
minutigen Apgar, die Plazentamorphometrie sowie auf die maternalen hPL-Plasmakon-
zentrationen zum Zeitpunkt der Geburt, die plazentaren hPL-Proteinlevel, die
Zellkerndichte, den Kernumfang, die Kernflache und den Farbeindex wurden mittels
einer multivariaten Analyse untersucht. Dabei wurde zunéachst in einer Gesamtanalyse
fur die LRI, fUr die Schwangerschaftswochen sowie fur die maternalen Parameter (Alter
zum Zeitpunkt der Geburt, Korpergrof3e, Gewicht und BMI vor der Schwangerschaft und
zum Zeitpunkt der Entbindung, BMI-Zunahme) und den Nikotinabusus als Kovariaten
adjustiert (p*-adjustiert).

In einem weiteren Schritt wurde die Kohorte nach klinischer Relevanz in die zwei
Subgruppen Frithgeburt (< 37+0 SSW) und Nicht-Friihgeburt ( O @ ISW) aufgeteilt
und jeweils getrennt voneinander auf die Auswirkungen von BET untersucht. Weitere
Subgruppen-Analysen entsprechend folgenden Schwangerschaftsaltern wurden
vorgenommen: Early Preterm O33+6 SSW; Late Preterm 34+0-36+6 SSW; Term 37+0-
39+6 SSW und 4+0BBW.Dg sct led@lich in der Verteilung der Raucher
ein signifikanter Unterschied zeigte, wurde in dieser Subgruppenanalyse zusatzlich fur

den Nikotinabusus als Kovariate adjustiert (p>-adjustiert).

C) Mittels einer Regressionsanalyse wurde der Verlauf der maternalen hPL-

Plasmakonzentration in der BET- und Kontrollgruppe zum Zeitpunkt der Geburt
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ausgewertet. Mittels Spearmans Tests wurde untersucht,

zwischen den neonatalen anthropometrischen

Reifeparametern  und

ob Zusammenhange

der

Plazentamorphometrie, der maternalen hPL-Plasmakonzentration, den plazentaren

hPL-Proteinlevel, der Synzytiotrophoblasten-Kerndichte, dem Kernumfang,

Kernflache und dem Farbeindex bestehen.

2.6 Reagenzien und L6sungen

der

Reagenzien / Losungsmittel / Artikelnummer

Hersteller

Avidin / Biotin Komplex (ABC Kit) PK-4001

VECTOR Laboratories, USA

Ammoniumperoxodisulfat 09913

Sigma-Aldrich, USA

Acrylamid/Bisacrylamid 30% A3574

Sigma-Aldrich, USA

Anti-mouse IgG-Antikorper (polyklonal) A9044

Sigma-Aldrich, USA

Anti-rabbit IgG-Antikorper (polyklonal) PK 4001

VECTOR Laboratories, USA

Bovine serum albumin (BSA) A9418

Sigma-Aldrich, USA

Zitronensaure-Monohydrat 00244

Merck, Deutschland

Donkey anti-rabbit IgG-Antikérper (H+L)
(polyklonal, HRP) 31458

Thermon scientific, USA

3,3'-Diaminobenzidin (DAB) 189-0

Aldrich, Deutschland

Desoxycholsdure D6750

Sigma-Aldrich, Deutschland

Dinatriumphosphat-Dihydrat (NA,HPO, x 2H,0) 106580

Merck, Deutschland

Enhanced Chemiluminescence (ECL) 32209

Thermo scientific, USA

Entellan Neu 07961

Merck, Deutschland

Ethanol 200-578-6

Herbeta-Arzneimittel, Deutschland

Glycin 50052

Sigma-Aldrich, Deutschland

Hamatoxylin nach Mayers 089K4342

Merck, Deutschland

hPL-RIA-CT Kit KIP1149

DIAsource (KIP1149), Belgium

Laemmli-Puffer (LSB) 161-0737

BioRad, Deutschland

Methanol 4627

Roth, Deutschland

Mercaptoethanol M3148

Sigma-Aldrich, Deutschland

Milchpulver 70166

Roth, Deutschland

Mouse R-Actin-Antikérper (monoklonal) A5441

Sigma-Aldrich, USA

Natriumazid (NaN3) 822335

Merck, Deutschland

Natriumchlorid (NaCl) 106404

Merck, Deutschland

Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat (NAH, PO, x H,0)
106346

Merck, Deutschland

Natriumdodecylsulfat (SDS 20% (w/v)) 54661

Biomol, Deutschland

Normalserum-Ziege S-1000

VECTOR Laboratories, USA

Peroxidase (H»O,) 8070

Roth, Deutschland

2-Propranolol 18766

Merck, Deutschland

Proteinaseinhibitor, EDTA-frei 11836170001

Roche Applied Science, USA

Protein Assay 500-0006

BioRad, Deutschland

Protein Block, serumfrei (X0909)

Dako, Danemark

Protein Ladder 26616

Fermentas, Thermo scientific,
USA

Rabbit hPL Antikdrper (polyklonal) 15554

Abcam, UK

Running-Puffer (10x) 161-0772

BioRad, Deutschland

Salzsaure (HCL) 109058

Merck, Deutschland

Sodium Orthovanadate (S.0.) S6508

Sigma-Aldrich, USA

Tetramethylethylendiamin (TEMED, CgH16N,) 2067.2

Roth, Deutschland

Tri-Nacitrat-Dihydrat (CgHsNazO; x 2H,0) 106448

Merck, Deutschland

Tris A4112

Roth, Deutschland

Tris-HCL T3253

Sigma-Aldrich, USA

Triton X-100 08603

Merck, Deutschland
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Tween® 20 P1379

Sigma-Aldrich, USA

Xylol 18118

J.T. Baker, USA

Hergestellte Losungen fir die Immunohistochemie

ABC

1000 ul PBS (pH 7,3) + 5 pl A- und B-L&sung ( 45min vor Gebrauch
ansetzen)

Antikérperverdiinner (AKV)

500 mg BSA + 50 mg NaN; + 100 ml 10 mM PBS (pH 7,3)

Zitronensaure-Citrat-Puffer
(pH 6)

380 ml Stammldsung A + 1620 ml StammIdésung B

DAB

25 mg DAB + 10 ml Tris/HCI-Puffer (Vor Gebrauch mit 4,5 ml Tris/HCL-
Puffer verdiinnen)

Normalserum-Ziege
(2 %-ig)

1:50 mit PBS (pH 7,3) verdinnt

Peroxidase-Blocker

65 ml PBS (pH 7,3) + 7,5 ml Methanol + 2 ml H,O,

Phosphate buffered saline
(PBS, pH 7,3)

3,78 g NAH,PO, x H,O + 12,82 g NA,HPO, x 2H,0 + 87,769 NaCL, +
1000 ml Aqua dest (vor Gebrauch 1:9 mit Aqua dest. verdiinnen)

Priméarer Antikorper (anti-hPL)

1:600 mit AKV verdinnt

Sekundérer Antikdrper (anti-
rabbit)

1:500 mit AKV verdinnt

Stammldsung A

19,21 g Zitronenséure + 1000 ml Aqua dest

Stammldsung B

29,41 g Natriumcitrat-Dihydrat + 1000 ml Aqua dest

Tris/HCL (pH 7,6)

6,06 g TRIS + 38,9 ml HCL + 1000 ml Aqua dest.

Hergestellte Losungen fir den Western Blot

Ammoniumperoxodisulfat
10% (AP)

0,1 g Ammoniumperoxodisulfat + 1 ml Aqua dest

Blocking Puffer 5%

5 g Milchpulver + 100 ml PBS-T (pH 7,5)

Blocking Puffer 7,5%

7,5 g Milchpulver + 100 ml PBS-T (pH 7,5)

BSA-LAsung

1 mg BSA + 1ml Aqua dest

Laufpuffer

1:10 mit Aqua dest verdinnt

LSB mit Mercaptoethanol

1:20 mit Mercaptoethanol verdiinnt

Priméarer Antikdrper
(anti-hPL)

1:1000 mit Block-Puffer 5 % verdinnt

Priméarer Antikdrper
(anti-3-Actin)

1:10000 mit Block-Puffer 5 % verdinnt

PBS-T (pH 7,5)

0,4 g NaH,PO,x H,O + 2,75 g Na,HPO, + 17,85 g NaCl + 2 ml TWEEN +
1000 ml Aqua dest

Protein Assay

1.5 mit Aqua dest verdiinnt

RIPA-Lyse Puffer (pH 8,0)

1 ml Triton-X-100 + 0,1g SDS + 0,877g NaCl + 0,242 g Tris+ 0,5 ¢
Desoxycholsaure + 100 ml Aqua dest (vor der Homogenisation: 10ml
RIPA-Lyse Puffer + 5 pul S. O. + 1 Tablette Proteinaseinhibitor)

Sammel-Gel 4 %

6,1 ml Aqua dest + 2,5 ml 0,5M Tris (pH 6,8) + 0,1 mI SDS 10 % + 1,3 ml
Bis/Acryl + 50 yl AP 10 % + 10 yl TEMED

SDS 10 % (Wiv)

1:1 mit Aqua dest verdinnt

Sekundéarer Antikorper
(donkey anti-rabbit)

1:5000 mit Block-Puffer 5 % verdiinnt

Sekundérer Antikdrper (anti-
mouse)

1:10000 mit Block-Puffer 5 % verdinnt

S.0.

0,184 g Sodium Orthovanadate + 10 ml Aqua dest

Tris 0,5 M (pH 6,8)

6,057 g Tris + 100 ml Aqua dest

Tris 1,5 M (pH 8,8)

18,17 g Tris + 100 ml Aqua dest

Transfer-Puffer (pH 8.1-8.4)

6,06 g Tris + 28,8 g Glycin + 400 ml Methanol + auf 2 | Aqua dest zufligen

Trenn-Gel 14%

4,9 ml Aqua dest + 5 ml 1,5 M Tris (pH 8,8) + 0,2 mI SDS 10 % + 9,3 ml
Bis/Acryl + 100 pl AP 10 % + 10 pl TEMED

Hergestellte Losungen fir den RIA

Waschlésung (Tris/HCL)

| 1:70 mit Aqua dest verdiinnt

Tabelle 5: Reagenzien und Lésungen
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3. Ergebnisse

3.1 Beschreibungen des Patientenkollektivs

3.1.1 Maternale Parameter

Die mittlere Schwangerschaftsdauer betrug in der Kontroll-Gruppe 267 Tage post
menstruationem (p.m.) und in der BET-Gruppe 258,3 Tage p.m. (p=0,04). Der
prozentuale Anteil an Raucherinnen war in der BET-Gruppe signifikant héher im
Vergleich zur Kontroll-Gruppe (26,5% vs. 2%, p=0,001, Tabelle 6A). Grinde fir eine
stationare Aufnahme in der Kontroll-Gruppe waren vorzeitiger Blasensprung (n=14),
TerminUberschreitung (n=2) mit Oligohydramnion und Schwangerschaft Dbei
ausgepragter Multiparitat. Eine stationare Aufnahme erfolgte auch zur priméren Sectio
bei regelwidriger Kindslage und bei maternalen Erkrankungen wie Kardiomyopathie,
psychischer Storung, Z. n. Sectio und Antiphospholipid-Syndrom. Ursachen fir einen
stationaren Aufenthalt in der BET-Gruppe waren hauptséchlich vorzeitiger
Blasensprung (n=9), Zervixinsuffizienz (n=22) mit vorzeitigen Wehentatigkeit. Bei zwei
Patientinnen in der BET-Gruppe wurde ein Gestationsdiabetes diagnostiziert. Keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Untersuchungsgruppen konnten beztglich der
Ethnizitat, der Korpergrolie, des Alters der Patientinnen zum Zeitpunkt der Geburt, des
Gewichtes und des BMI's vor der Schwangerschaft und vor der Entbindung, der BMI-
Zunahme wahrend der Schwangerschaft sowie der Antibiotika-Gabe und dem
Entbindungsmodus gefunden werden (Tabelle 6A-B). In der Subgruppenanalyse
zeigten sich signifikante Unterschiede in der Anzahl an Schwangeren, die antibiotisch
behandelt worden waren. So hatten deutlich mehr Frauen in der Kontroll-Gruppe 34+0 -
36+6 SSW eine Antibiotikatherapie erhalten (80% vs. 14,3%, p=0,045, Tabelle 6B). Des
Weiteren wurden mehr Kinder in der Kontroll-Gruppe zwischen 37+0 - 39+6 SSW per
Kaiserschnitt geboren als in der BET-Gruppe (44,1% vs. 11,1%, p=0,015, Tabelle 6B).

3.1.2 Biometrische Ultraschall-Daten zum Zeitpunkt der BET-Gabe

Das fetale Ultraschall-Schatzgewicht zum Zeitpunkt der BET-Gabe lag im Mittel auf der
40. Perzentile mit einem Z-Score-Wert von -0,29 (Tabelle 7). Deskriptive Angaben zu
den  Ultraschalluntersuchungen sind in  Tabelle 7, unabhangig vom
Schwangerschaftsalter (SS-Alter) sowie nach Subgruppen aufgeteilt, dargestellt.
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Tabelle 6: Untersuchung der maternalen Parameter

A) Gesamtkollektiv < 37+0 SSW O 37+0 SSW
Kontrolle BET Kontrolle BET Kontrolle BET
(n=49) (n=34) p-Wert (n=8) (n=12) p-wert (n=41) (n=22) p-Wert
Maternale Parameter
Alter [Jahre] 29,8+0,8 30,8+1,1 ns 279+19 30,5+1,9 ns 30,2+0,9 31,014 ns
.. . 164,7+ 1,1 166,3+ 1,1 166,5+ 2,9 166,6 + 1,9 164,4+ 1,2 166,2+ 1,4
Korpergrofse [cm] (n=44) (n=30) ns (n=6) (n=11) ns (n=38) (n=19) ns
Gewicht vor der 645+ 1,6 66,1+2,5 ns 67,7+4,2 69,5+47 ns 63,9+1,8 64,2+2,9 ns
Schwangerschaft [kg] (n=42) (n=31) (n=6) (n=11) (n=36) (n=20)
BMI vor der 23,9+0,6 23,5+0,9 ns 244+1,4 25015 ns 23,907 22,7+1,0 ns
Schwangerschaft (n=42) (n=29) (n=6) (n=11) (n=36) (n=18)
Gewicht vor der 775+1,8 78,8+2,8 ns 76,4+6,0 78,7+5,0 ns 776+1,9 78,8 +3,5 ns
Entbindung [kg] (n=39) (n=31) (n=5) (n=10) (n=34) (n=21)
h 28,8+0,7 28,3+1,0 28,1+25 285+1,7 28,9+0,7 282+1.3
BMI vor der Entbindung (n=38) (n=29) ns (n=5) (n=10) ns (n=33) (n=19) ns
4,99 + 0,30 4,50 + 0,40 4,19 +1,13 3,46 + 0,63 5,12+ 0,30 5,07 £ 0,47
BMI-Zunahme (n=37) (n=28) ns (n=5) (n=10) ns (n=32) (n=18) ns
Nikotinabusus % 2 26,5 0,001 12,5 41,7 ns 0 18,2 0,012
Antibiotika-Gabe % 28,6 26,5 ns 50 41,7 ns 24,4 18,2 ns
Sectio % 38,8 20,6 ns 37,5 33,3 ns 39,0 13,6 0,032
B) 033+6 SSW 34+0-36+6 SSW 37+0-39+6 SSW 040+0 SSW
Kontrolle BET Kontrolle BET Kontrolle BET Kontrolle BET
(n=3) (n=5) p-Wert (n=5) (=7 p-Wert (n=34) (n=18) p-Wert n=7) (n=4) p-Wert
Maternale Parameter
Alter [Jahre] 25,0+ 3.8 31,8+3,3 ns 29619 29,625 ns 30,2+1,0 304+1,4 ns 30,0+1,7 33,3+4,9 ns
& = 169,0+ 1,0 165,3+ 4,5 167,0+ 2,4 163,8 + 1,3 165,8+ 1,5 168,0 £ 5,3
KoérpergroRe [cm] (n=2) 166,2 + 3,4 ns (ned) (n=6) ns (h=31) (h=16) ns 166,7 + 3,6 (n=3) ns
Gewicht vor der 68,0 £ 8,0 67,5+5,8 655+ 7,5 63,5+ 2,0 61,3+2,.2 80,7+ 12,2
Schwangerschaft [kg] (n=2) 742£52 ns (n=4) (n=6) ns (n=29) (n=17) ns 66041 (n=3) ns
BMI vor der 238+25 24,7+2,0 23,3%£2,2 239+0,8 22,2+1,0 26,2+6,1
Schwangerschaft (n=2) 26920 ns (n=4) (n=6) ns (n=29) (n=17) ns 23816 (=2) ns
Gewicht vor der 74,5+ 14,5 77,769 73,4 8,7 76,9+ 2,0 74,426 82,0+5,8
Entbindung [kg] (n=2) 84046 ns (n=3) (n=5) ns (n=29) (n=17) ns (n=5) 97,5+11,4 ns
. 26,0+4,8 295+3.3 26,5+27 28,7+0,7 27,0+1,1 30,1+1,6 34,2+4,6
BMI vor der Entbindung (n=2) 30,5+2,0 ns (n=3) (n=5) ns (n=28) (n=16) ns (n=5) (n=3) ns
2,25+2,25 5,48 £ 0,72 3,31+1,14 5,05+ 0,35 4,80 + 0,46 5,49 £ 0,39 7,29+ 1,75
BMI-Zunahme (n=2) 3,62+ 0,68 ns (n=3) (n=5) ns (n=27) (n=16) ns (n=5) (n=2) ns
Nikotinabusus % 0 40 ns 20 42,9 ns 0 16,7 0,037 0 25 ns
Antibiotika-Gabe % 0 80 ns 80 14,3 0,045 26,5 22,2 ns 14,3 0 ns
Sectio % 66,7 60 ns 20 14,3 ns 44,1 11,1 0,015 14,3 25 ns
Die Untersuchungen wurden (A) im gesamten Kollektiv und nach Aufteilung des Kollektives indas SS-Al t er < 37+0 SSW vs. O 37+0 SSW sowie (B)

BMI= Body-Mass-Index; BMI-Zunahme=BMI vor der Geburt i BMI vor der Schwangerschaft. Bei Abweichungen von der Gesamtzahl der Patientinnen wurden zusétzlich die zur Verfligung
stehenden Félle n angegeben. Es wurden lediglich signifikante Veranderungen mit einem p<0.05 dargestellt, ns = nicht signifikant, Mittelwert + Standardfehler.
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Tabelle 7: Biometrische Ultraschall-Parameter zum Zeitpunkt der BET-Gabe

Gesamtkollektiv < 37+0 SSW O 37+0 033+6 SSW  34+0-36+6 SSW  37+0-39+6 SSW 040+0 SSW
Ultraschall-Daten (n=34) (n=12) (n=22) (n=5) (n=7) (n=18) (n=4)
Schétzgewicht [g] 1321,1+ 94,0 1328,2 + 131 1317,3+128,7 | 1131,0+ 113,3 1469,0 + 199,7 1318,7 + 141,2 1311,3 + 359,5
Gewicht (Perzentile) 40,3+ 4,1 41,1+ 6,5 39,8+54 26,1+ 4,3 51,9+ 8,8 40,7+ 6,4 35,8+9,1
Gewicht (Z-Score) -0,29 + 0,12 -0,28 + 0,19 -0,3+0,16 -0,68 + 0,14 0,01 + 0,27 -0,28 + 0,20 -0,38 + 0,23
Kopfumfang [mm] 264,8 + 5,5 2649+ 7,4 264,8+ 7,7 255,1+ 6,5 2718+ 114 265,3 + 8,9 262,7 + 16,2
BIP [mm] 75,3+ 1,6 749+272 755+ 2,2 72,0+ 1,6 76,9+ 3,5 754+ 25 76,0+ 5,1
FOD [mm] 93622 93,7+ 2,7 93,5+ 3,1 90,4 + 3,4 96,1+ 3,8 94,0+37 91,3+572
(n=32) (n=16)

AU [mm] 2426 + 6,1 246,9 + 8,3 240,2 +8,4 234,7 + 10,3 255,6 + 11,7 240,6 + 9,0 238,7 + 25,0
Femurlange [mm] 525+ 1,3 53+ 1,5 522+ 1,7 50,9 + 2,0 545+ 22 52,2+ 2,0 52,1+ 5,0
Das BET-Kol | ekti v wurde sowohl in der Gesamtanal yse al s BBW, lsowie © 88r6SGHISHFEL B a®an

SSW, 37+0-39+6 SSW, 0 40+0 SSW untersucht. BIP=Biparietaler Kopfdurchmesser, FOD=Frontookzipitaldurchmesser, AU=Abdomenumfang, Mittelwert +
Standardfehler.
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Tabelle 8: Auflistung der Patientinnen mit Gestationsalter zum Zeitpunkt der Entbindung

Kontrolle BET
Schwangerschaftsalter Schwangerschaftsalter
Study-ID zun1ZenpunEtderGebun[SSMﬂ Study-ID zun1ZehpunEtderGebun[SSMﬂ

133 31+5 0 30+6
136 32+5 2 30+6
64 33+5 13 30+6
139 34+3 51 30+1
111 35+3 95 30+6
113 35+0 16 34+3
125 35+0 68 34+5
116 36+0 78 3442
60 37+1 88 34+6
75 37+6 130 35+6
82 37+3 153 35+4
91 37+4 102 36+6
108 3740 28 37+6
138 3740 58 37+5
145 3745 61 37+1
146 37+6 4 38+1
44 38+2 9 38+1
62 38+4 12 3845
65 38+1 17 38+1
85 38+5 87 38+6
94 38+5 110 38+0
97 38+2 112 38+3
98 38+3 120 38+2
105 38+4 126 38+1
106 38+1 127 38+2
107 38+6 7 39+3
123 38+4 84 39+2
132 38+1 100 39+1
135 38+3 129 39+3
141 38+5 131 39+6
144 38+6 8 40+3
149 38+0 11 40+1
150 38+2 122 40+3
55 39+0 119 41+3
72 39+5

74 39+6

77 39+3

80 39+4

83 39+2

109 39+3

137 39+3

140 39+5

50 40+0

53 40+4

56 40+0

89 40+0

43 41+0

47 41+4

157 4143
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3.2 Auswirkungen der einmaligen LRI auf die anthropometrischen Parameter

BET-exponierte Neugeborene wiesen im Vergleich zu den Kontrollen ein um -10,2%
signifikant niedrigeres Geburtsgewicht auf (Kontrolle: 3154 + 61 g vs. BET: 2833 + 119
g, p*-adjustiert: 0,016, Tabelle 9A, Abb. 5). Im Vergleich zur Kontroll-Gruppe war die
Korperlange der BET-exponierten Neugeborenen mit um -4,0% (Kontrolle: 50 = 0 cm
vs. BET: 48 £ 1 cm; pl-adjustiert: 0,040 Tabelle 9A) sowie der Kopfumfang mit um -
5,7% (Kontrolle: 35 + 0 cm vs. BET: 33 + 0 cm; p*-adjustiert; 0,002, Tabelle 9A, Abb. 5)

niedrigeren Werten assoziiert.

In der Subgruppenanalyse setzte sich dieser Trend fort. Es zeigte sich in der BET-
Gruppe eine signifikante Reduktion des Kopfumfanges sowohl bei Frihgeborenen um -
6,1% (Kontrolle: 33 + 0 cm vs. BET: 31 + 1 cm; p*adjustiert: 0,042) als auch bei Nicht-
Friihgeborenen um -2,9% (Kontrolle: 35 + 0 cm vs. BET: 34+ 0 cm; p-adjustiert: 0,011,
Tabelle 9A).

Bei BET exponierten Kindern, welche in O 33+6 SSW geboren wurden, lieR sich
ebenfalls eine signifikante Abnahme des Geburtsgewichtes um -24,8% (Kontrolle: 2145
+ 30 g vs. BET: 1613 + 116 g; p>adjustiert: 0,002, Tabelle 9B), der Kérperlange um -
6,8% (Kontrolle: 44 + 0 cm vs. BET: 41 + 1 cm; p-adjustiert: 0,027, Tabelle 9B) und des
Kopfumfanges um -9,4% beobachten (Kontrolle: 32 + 0 cm vs. BET: 29 + 1 cm; p*
adjustiert: 0,004, Tabelle 9B). Bei Kindern, die zwischen 37+0 und 39+6 SSW geboren
wurden, war lediglich der Kopfumfang im Vergleich zur Kontroll-Gruppe niedriger (-
2,9%; Kontrolle: 35 + 0 cm vs. BET: 34 + 0 cm; p*-adjustiert: 0,026, Tabelle 9B).

In der Gesamtanalyse wurden keine signifikanten Unterschiede im Ponderalindex

festgestellt (Kontrolle: 2,54 + 0,04 vs. BET: 2,48 + 0,05; p'-adjustiert: ns, Tabelle 9A,
Abb.6).
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Abbildung 5: Auswirkungen der einmaligen LRI auf die

Anthropometrie

Univariate Analyse mit Adjustierung fur das SS-Alter zum Zeitpunkt
der Geburt in Schwangerschaftswochen sowie fir alle maternalen
Parameter und fur den Nikotinabusus. Mittelwert £ Standardfehler;
n = Anzahl der eingeschlossenen Falle.
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Abbildung 6: Auswirkungen der einmaligen LRI auf den Ponderalindex
Univariate Analyse mit Adjustierung fir das SS-Alter zum Zeitpunkt der
Geburt in Schwangerschaftswochen sowie fur alle maternalen Parameter
und fur den Nikotinabusus. Mittelwert + Standardfehler; n = Anzahl der

eingeschlossenen Falle.
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Tabelle 9: Auswirkungen der einmaligen LRI auf die anthropometrischen Parameter

A) Gesamtkollektiv < 37+0 SSW O 37+0 SSW
Kontrolle BET 1 Kontrolle BET 2 Kontrolle BET 2
(n=49) (n=34) P (n=8) (n=12) p (n=41) (n=22) P
Neugeborenenparameter
Geburtsgewicht [g] 3154+ 61 2833+ 119 0,016 2514 + 147 2163 + 163 ns 3279 + 46 3200 + 93 ns
Geburtsgewicht 54,2 + 3.2 49,7+ 4,2 0,011 695+7,0 60,2%53 ns 51,2+ 3,4 43,9+5,6 ns
(Perzentile)
(Gz?gzgfg)e"‘”cm 0124009 -0,04+013 0009 | 059+022 029+0,15 ns 003010  -022+0,18 ns
Lange [cm] 500 48+ 1 0,040 46+ 1 45+ 1 ns 51+0 501 ns
Lange (Perzentile) 51,1+ 3,8 453+5,0 0,031 556+7,9 56,2+ 6,7 ns 50,3+ 4,3 39,4+6,5 ns
Lange (Z-Score) -0,00+0,12 -0,14+0,16 ns 0,18+ 0,23 0,20 + 0,20 ns 0,04+014 -0,33+0,21 ns
Kopfumfang [cm] 35+0 33+0 0,002 33+0 SR 0,042 35+ 0 34+0 0,011
Kopfumfang 508+33  420+46 0,005 745+56 589+54 ns 56.0 + 3.6 342+58 0,005
(Perzentile)
g"ggg:;‘;‘”g 031+011 -027+0.15 0,002 075+020 0254+ 0,15 ns 023+012 -055+020 0,003
Ponderalindex 254+004 248+0,05 ns 252+005 2,36+ 0,08 ns 254+004  254+0,05 ns
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B) 033+6 SSW 34+0-36+6 SSW 37+0-39+6 SSW 040+0 SSW

Kontrolle BET 2 Kontrolle BET 2 Kontrolle BET 2 Kontrolle BET 2
(n=3) (n=5) p (n=5) (n=7) p (n=34) (n=18) p (n=7) (n=4) p

Fetale Parameter

Geburtsgewicht [g] | 2145+30 1613 + 116 0,002 2735+ 167 2556 + 125 ns 3210+50 3126+ 96 hs 3541+82 3531+ 228 ns

Geburtsgewicht 720+ 68,3+ 7,8 ns 68,0+10,2 544%68 ns 512440 42460 ns 515+46 510+ 158 ns

(Perzentile) 10,1

Geburtsgewicht 067+ (534023 ns 054+0,30 0,12%0,18 ns 003+011 -0,27 0,19 ns 0054013 -002+050  ns

(Z-Score) 0,36

Lange [cm] 44+ 0 41+1 0,027 48+ 1 48+ 1 ns 50+ 0 50+1 ns 52+1 52+1 ns

Lange (Perzentile) 54,6 +9,5 56,6 + 9,4 ns 56,0 + 12,1 55,9+9,9 ns 499+4,9 37,6+7,3 ns 51,9+10,1 47,5+16,2 ns

Lange (Z-Score) 061551 0,20 £ 0,27 ns 0,21+0,35 0,21 +0,30 ns -0,05+0,16 -0,38% 0,24 ns 0,05+0,28 -0,08 + 0,48 ns

Kopfumfang [cm] 32+0 291 0,004 34+0 33+0 ns 350 34+0 0,026 35+0 34+1 ns

Kopfumfang 713% 67,7+9,1 ns 728+74 52,6+6,1 ns 582+40  351+6,8 0,013 50,5+87 30,1+104 ns

(Perzentile) 10,3

Kopfumfang 089% 4554027 ns 0,66+022 0,06%016 ns 0274043 -051+022 0010 | 002+024 -0,75+049  ns

(Z-Score) 0,42

Ponderalindex 26534* 2,34 +0,13 ns 2,53+0,09 2,38 +0,12 ns 2,54+0,05 2,54+0,06 ns 2,53+0,10 2,54 +0,05 ns

Das Kollektiv wurde (A) in der Gesamtanalyse und in der Subgruppenenanalyse <37 +0 SSW und O 37+0 SSW, -36tB BSW)37803 +6 SSW,
39+6 SSW, O 40+0 SSW untersucht. pl= Adjustierung fur das SS-Alter zum Zeitpunkt der Geburt in Schwangerschaftswochen sowie flr alle maternalen

Parameter und den Nikotinabusus als Kovariaten. p°= Adjustierung fur den Nikotinabusus als Kovariate. Es wurden lediglich signifikante Veranderungen mit

einem p<0.05 dargestellt, ns = nicht signifikant. Mittelwert + Standardfehler.
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3.3 Auswirkungen der einmaligen LRI auf die Neugeborenenreife

Nach der BET-Gabe konnten in der Gesamtanalyse keine signifikanten Veranderungen
der Apgar-Score's nach 1, 5 und 10 Minuten sowie fur die Werte der Blutgasanalyse
(pH, pO2, pCO, aus arteriellem und ventsem Nabelschnurblut, Base Excess) im
Vergleich zu den Kontrollen gefunden werden (Tabelle 10A, Abb.7).

In der Subgruppenanalyse zeigte sich bei BET-exponierten Frihgeborenen eine
signifikante Reduktion des arteriellen pH-Wertes um -0,5% (Kontrolle: 7,35 + 0,02 vs.
BET: 7,31 + 0,01; p>adjustiert: 0,019, Tabelle 10A). Bei Kindern in der BET-Gruppe, die
am Termin geboren wurden, konnten niedrigere pCO,-Werte im arteriellen
Nabelschnurblut als in der Kontroll-Gruppe dokumentiert werden (-9,2%, Kontrolle:
53,53 + 1,54 mmHg vs. BET: 48,60 + 2,05 mmHg; p>adjustiert: 0,042, Tabelle 10A).

In der weiteren Subgruppenanalyse zeigten BET-exponierte Kinder, geboren zwischen
34+0 und 36+6 SSW, eine signifikante Reduktion des arteriellen pH-Wertes um -0,8%
(Kontrolle: 7,36 + 0,01 vs. BET: 7,30 + 0,01; p*adjustiert: 0,004) sowie des vendsen
pH-Wertes um -0,7% (Kontrolle: 7,43 + 0,02 vs. BET: 7,38 + 0,01; p*adjustiert: 0,010,
Tabelle 10B) im Vergleich zu den Kontrollen. Die pCO,-Werte waren im Vergleich zur
Kontrolle im arteriellen um +17,3% (Kontrolle: 42,40 + 2,65 mmHg vs. BET: 51,25 *
1,70 mmHg; p?-adjustiert: 0,028) und im vendsen Nabelschnurblut um +20,8%
signifikant erhoht (Kontrolle: 31,94 + 2,38 mmHg vs. BET: 40,33 + 1,52 mmHg; p*
adjustiert: 0,016, Tabelle 10B).

Auswirkung maternaler LRI auf die Apgar-Werte

10 4 + 1 Kontrolle

@ BET

Hi
H

i

i
Hi

Apgar-Werte +/- SE

n=49 | |n=34 n=49| |n=34 n=49 | |n=34

0
Apgar 1-min Apgar 5-min Apgar 10-min

Abbildung 7: Auswirkungen der einmaligen LRI auf die Apgar-Werte
Univariate Analyse mit Adjustierung fir das SS-Alter zum Zeitpunkt der
Geburt in Schwangerschaftswochen sowie fur alle maternalen Parameter
und den Nikotinabusus. Mittelwert + Standardfehler; n = Anzahl der
eingeschlossenen Falle.
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Tabelle 10: Effekte der einmaligen LRI auf die Neugeborenenreife

Gesamtkollektiv < 37+0 SSW O 37+0 SSWw
A
) Kontrolle BET 1 Kontrolle BET 2 Kontrolle BET 2
(n=49) (n=34) p (n=8) (n=12) P (n=41) (n=22) P
Neugeborenenreife
Apgar 1 8,8+0,1 8,8+0,2 ns 8,4+0,3 8,0+04 ns 89+0,1 9,2+0,1 ns
Apgar 5 95+0,1 9,5+0,2 ns 8,8+0,3 8,8+0,3 ns 9,7+0,1 9,9+0,1 ns
Apgar 10 9,8+0,1 9,7+0,1 ns 9,4+0,3 92+0,2 ns 9,8+0,1 10,0+ 0,0 ns
pH Na [mmol/L] 7’2(%34;’01 7,30 + 0,00 ns 735+0,02 7,31+0,01 0,019 7’28]:’—;8101 7,30£0,01 ns
7,37 £0,01 7,38+0,00 7,39 £ 0,01 7,36 + 0,01
pH Nv [mmol/L] (n=28) (n=33) ns 7,41 £+ 0,02 (n=11) ns (n=20) 7,38 £ 0,01 ns
Base Excess -3,2+x04 ) ) -3,0x0,4 -3,9+0,3
[mmoliL] -2,8+04 (n=31) ns 15+0,7 2,0+0,8 ns (n=a1) (n=19) ns
16,61+0,95 18,04+1,1 17,75+ 1,23 15,92+ 1,10 18,20+ 1,57
pO, Na [mmHg] (h=46) (n=32) ns 19,85+ 0,92 (n=11) ns (n=38) (n=21) ns
26,34+ 0,90 29,78 + 3,47 30,21 £ 2,02 25,73 +0,93
pO, Nv [mmH(Q] (n=47) (n=33) ns 29,35+ 2,60 (h=11) ns (n=39) 29,57 £ 5,15 ns
52,23+ 1,41 49,37+ 1,41 50,85+ 1,31 53,53+ 1,54 48,60 + 2,05
pCO, Na [mmHg] (n=46) (n=32) ns 46,04 + 2,72 (n=11) ns (n=38) (n=21) 0,042
40,57 £+ 1,13 38,54+ 1,18 40,25 + 1,50 41,53 + 1,22
pCO, Nv [mmH(g] (n=47) (n=33) ns 35,89 + 2,48 (n=11) ns (n=39) 37,68 £ 1,59 ns
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033+6 SSW 34+0-36+6 SSW 37+0-39+6 SSW 040+0 SSW

B)

Kontrolle BET 2 Kontrolle BET 2 Kontrolle BET 2 Kontrolle BET 2
(n=3) (n=5) P (n=5) (n=7) P (n=34) (n=18) P (n=7) (n=4) P
Neugeborenenreife
Apgar 1 7,3+0,3 6,8+0,5 ns 9,0+£0,3 9,0+£0,2 ns 8,9+0,1 9,2+0,1 ns 9,1+0,3 9,0+0,0 ns
Apgar 5 8,0+0,0 8,0+0,5 ns 94+0,4 9,4+0,3 ns 9,7+0,1 9,9+0,1 ns 9,6 +0,2 9,8+0,3 ns
Apgar 10 867+03 86+0,2 ns 9,8+0,2 9,6 +0,3 ns 98+0,1 10,0+ 0,0 ns 10,0+00 9,8+0,3 ns

pH Na [mmollL] |7,32+0,03 7,33+0,01 ns |7,36+0,01 7,30+0,01 0,004 7'231;—”3%01 731+001 ns |725+002 727+0,04 ns

pH Nv [mmollL] |7,38+0,03 7,40+002 ns |743+002 738%001 49| 7362001 733.001 ns |735+002 7.36+004 ns

(n=6) (n=33)
Eé‘rsneol'/zlf]cess 12£04 1617 ns | -16+11 -23:07 ns | 22E04 35203 ng | 39414 57204 s
pO, Na [mmHg] 12"3;1 181‘,%?1 ns Z?L’éii 16’8(?1:1;3)2’12 ns 16'1(§:§1)1'33 17’?&:157)1’60 ns 11?% + 20,73+5,03 ns
pO, Nv [mmHg] 25;"26?;1 3‘;’,77‘;1 ns 33’%1 26’4(%}6)1'86 ns 25'?5:?2)1'05 30,19+ 6,27 ns 22’3‘(‘) *  26,80+359 ns
pCO, Na [mmHg] Si‘%ﬁi 5(;,,?221 ns 422’;15051 51'2(?]:1;)1’70 0,028 52'9(5:;)1’83 48’%?57)2’16 ns 52’,11};: 49,48+ 6,40 ns
pCO, Nv [mmHg] 421’,‘;7# 4%;? ns 312"%?31 4038152 o016 #1242 145 37542172 s 411"‘;? *  3830+4,62 ns

Effekte der einmaligen LRI auf die Neugeborenenreife (A) im gesamten Kollektiv, nach Aufteilung des Kollektives in das SS-Al t er < 37+0 SSW vs.
SSW, sowie (B) nach Aufteilung des Kollektives indas SS-Al t er O 3 3 +-86+GISW, 3740-8%® SSW und O40+0 SSW zum Zeitpunkt der Geburt.
Na: Nabelschnurarterie; Nv: Nabelschnurvene. Bei Abweichungen von der Gesamtzahl der Patientinnen wurden zusétzlich die zur Verfigung stehenden Falle
n angegeben. p'= Adjustierung fiir das SS-Alter zum Zeitpunkt der Geburt in Schwangerschaftswochen sowie fiir alle maternalen Parameter und den
Nikotinabusus als Kovariaten. p’= Adjustierung fiir den Nikotinabusus als Kovariate. Es wurden lediglich signifikante Veranderungen mit einem p<0.05
dargestellt, ns = nicht signifikant. Mittelwert + Standardfehler.
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3.4 Auswirkungen der einmaligen LRI auf die Plazenta

3.4.1 Plazentamorphometrie

Zwischen BET- und Kontroll-Gruppe ergaben sich in der Gesamtanalyse bezuglich des
Plazentagewichtes, der Basalflache, dem L&ngsdurchmesser und der Dicke der
Plazenta keine signifikanten Unterschiede (Tabelle 11A-B, Abb. 8). Nur der plazentare
Querdurchmesser war in der BET-Gruppe im Vergleich zu den Kontrollen signifikant
niedriger (-5,6%; Kontrolle: 18 + 0 cm vs. BET: 17 + 0 cm; p*-adjustiert: 0,014, Tabelle
11A).

In der Subgruppenanalyse konnten keine Effekte der BET-Gabe auf die
Plazentamorphometrie beobachtet werden. Die LRI hatte ebenfalls keinen Einfluss auf

die Plazentaeffizienz.
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Auswirkungen maternaler LRI auf die Plazentamorphometrie
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Abbildung 8: Auswirkungen der einmaligen LRI auf Plazentamorphometrie
Univariate Analyse mit Adjustierung fur das SS-Alter zum Zeitpunkt der Geburt in Schwangerschaftswochen sowie fur alle maternalen Parameter und fur den
Nikotinabusus. Mittelwert + Standardfehler; n = Anzahl der eingeschlossenen Félle.
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Tabelle 11: Effekte der einmaligen LRI auf die Plazentamorphometrie

Gesamtkollektiv < 37+0 SSW O 37+0 SSW
A
) Kontrolle BET 1 Kontrolle BET 2 Kontrolle BET 2
(n=49) (n=34) P (n=8) (n=12) p (n=41) (n=22) P
Plazentamorphometrie
Plazentagewicht [g] 550 + 20 552 + 25 ns 511+41 483 + 39 ns 557 + 22 590 + 31 ns
Plazentagewicht 46,7+3,9 51,2+47 ns 541+83 558+85 ns 452 + 4.4 48,7+ 5,7 ns
(Perzentile)
Plazentagewicht -0,14+0,15 0,09 + 0,16 ns 017+026 0,18+ 0,25 ns -0,20+0,17 0,04+ 0,20 ns
(Z-Score)
. 2705 257+ 9 258 + 10 241 + 15 272+ 6
Basalflache [mm?] (n=44) (n=32) ns (n=7) (n=10) ns (n=37) 264+ 11 ns
Langsdurchmesser 20+ 0 19+0 19+0 19+1 20+ 0
[cm] (n=44) (n=32) ns (n=7) (n=10) ns (n=37) 190 ns
Querdurchmesser 18+ 0 17+ 0 18+ 0 16+ 1 18+ 0
[cm] (n=44) (n=32) 0,014 (n=7) (n=10) ns (n=37) 170 ns
: 1,8+0,0 1,8+0,1 1,7+0,1 1,7+0,1 1,8+0,0
Dicke [cm] (n=a4) (n=32) ns (n=7) (n=10) ns (n=37) 1,8+£0,1 ns
Plazentaeffizienz [%] | 17,6 £ 0,6 199+0,8 ns 206 £ 1,6 226114 ns 17,0+ 0,7 18,4+0,8 ns
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033+6 SSW 34+0-36+6 SSW 37+0-39+6 SSW 040+0 SSW

B) Kontrolle BET 2 Kontrolle BET 2 Kontrolle BET 2 Kontrolle BET 2
(n=3) (n=5) P (n=5) (n=7) P (n=34) (n=18) p (n=7) (n=4) P

Plazentamorphometrie

Plazentagewicht [g] 490+ 56 418 £ 62 ns 524+ 60 529 * 46 ns 556 +24 570+ 36 ns 561+61 678+28 ns

Plazentagewicht 61,8 + 57,3+ 49,5 + 54,8 + 444 +
(Perzentile) 115 151 ns 118 109 ns 454+49 440+64 ns 10,9 70,1+ 5,7 ns
Plazentagewicht 0,34 0,24 + ns 0,07 = 0,14 + ns -0,17 + -0,08 £ ns -0,36 £ 0,55+ ns
(Z-Score) 0,33 0,46 0,39 0,32 0,19 0,24 0,48 0,16
.. 241 +28 209+ 32 263+ 8 272+ 6 276 £ 13

Basalflache [mm?] (n=2) (n=4) ns 265+ 10 (n=6) ns (n=31) 262 £ 13 ns (n=6) 276 £ 25 ns
Langsdurchmesser 18+1 18+1 20+1 20+ 0 20+ 0
[cm] (n=2) (n=4) ns 19+0 (n=6) ns (n=31) 19+0 ns (n=6) 201 ns
Querdurchmesser 17+1 15+ 2 17+0 18+ 0 18+1
[cm] (n=2) (n=4) ns 18+0 (n=6) ns (n=31) 170 ns (n=6) 18+ 1 ns

: 18+03 1,7+0,1 1,8+0,1 1,8+0,0 1,8+0,1
Dicke [cm] (n=2) (n=4) ns 1,8+£0,0 (n=6) ns (n=31) 18+0,1 ns (n=6) 20£0,2 ns
Plazentaeffizienz 22,81 + 25,49 + ns 19,28 + 20,56 + ns 17,29 + 18,20 + ns 15,81 + 19,32 + ns
[%0] 2,42 2,65 1,97 1,24 0,72 0,93 1,66 0,82

Effekte der einmaligen LRI auf die Plazentamorphometrie (A) im gesamten Kollektiv, nach Aufteilung des Kollektives in das SS-Al t er < 37+0 SSW vs.
SSW, sowie (B) nach Aufteilung des Kollektives indas SS-Al t er O 3 3 +-86+GSSW, 3740-8%® SSW und O40+0 SSW zum Zeitpunkt der Geburt.
Bei Abweichungen von der Gesamtzahl der Patientinnen wurden zusatzlich die zur Verfligung stehenden Falle n angegeben. p1= Adjustierung fir das SS-
Alter zum Zeitpunkt der Geburt in Schwangerschaftswochen sowie fur alle maternalen Parameter und den Nikotinabusus als Kovariaten. p2= Adjustierung flr
den Nikotinabusus als Kovariate. Es wurden lediglich signifikante Veranderungen mit einem p<0.05 dargestellt, ns = nicht signifikant. Mittelwert +
Standardfehler.
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3.4.2 Histologie

Bei der histologischen Untersuchung der Zellparameter Kernumfang, Kernflache sowie
Farbeindex ergaben sich in der Gesamtanalyse zwischen der BET- und der Kontroll-
Gruppe zunachst keine signifikanten Unterschiede (Tabelle 12A). Lediglich die
Zellkerndichte war nach BET-Exposition um -9,2% signifikant reduziert (Kontrolle:
6117,7 + 215,0/mm? vs. BET: 5554,0 + 246,7/mm?; p*-adjustiert: 0,015, Tabelle 12A).
Die gleiche Tendenz lieR sich in der Subgruppenanalyse in der Gruppe mit O37+0 SSW
beobachten. Nach BET-Gabe zeigte sich die Zellkerndichte um -11,0% signifikant
kleiner als bei den Kontrollen (Kontrolle: 6122,8 + 248,5/mm? vs. BET: 5451,6 +
351,1/mm2; p*-adjustiert: 0,035, Tabelle 12A).

Dieser Trend setzte sich bei der separaten Untersuchung von peripheren (Kontrolle:
6078,7 + 226,2/mm?2 vs. BET: 5479,6 + 292,4/mm?, p*-adjustiert: 0,034) und zentralen
(Kontrolle: 6156,8 + 238,1/mm?2 vs. BET: 5628,4 + 230,5 /mmz p'-adjustiert: 0,014,
Tabelle 12A, Abb. 9+10) Anteilen der Plazenta in der Gesamtanalyse fort.

Es zeigten sich zusatzlich in den zentralen Plazentaabschnitten nach BET-Gabe
signifikant hohere Werte fir den Kernumfang um +6,1% (Kontrolle: 14,67 £ 0,29 um vs.
BET: 15,62 + 0,38 um; p'-adjustiert: 0,044, Tabelle 12A) und fiir die Kernflache um
+11,9% (Kontrolle: 12,94 + 0,53 pm? vs. BET: 14,69 + 0,76 um?; p'-adjustiert: 0,037,
Tabelle 12A, Abb. 9+10).

In der Subgruppenanalyse bei der separaten Untersuchung der Plazenta wurde in der
BET-Gruppe mit © 37+0 SSW lediglich in den peripheren Anteilen der Plazenta eine
signifikant kleinere Kerndichte gemessen (Kontrolle: 6110,1 + 262,9/mm?2 vs. BET:
54452 + 409,0/mmz2; p*-adjustiert: 0,041, Tabelle 12A, Abb. 10). In den zentralen
plazentaren Anteilen in der gleichen Gruppe waren hingegen der Kernumfang und die
Kernflache signifikant groBer als in der Kontrollgruppe (Kernumfang: p?-adjustiert:
0,043; Kernflache: p?-adjustiert: 0,029, Tabelle 12A, Abb. 10). Dieser Trend setzte sich
in der BET-Gruppe mit 37+0 bis 39+6 SSW fort (Kernumfang: p-adjustiert: 0,014,
Kernflache: p®-adjustiert: 0,010, Tabelle 12B, Abb. 10).

Ein Unterschied der einzelnen Zellparameter zwischen den peripheren und zentralen
Plazentaanteilen konnte weder in der Kontroll-Gruppe noch in der BET-Gruppe
nachgewiesen werden (Tabelle 12A-B).
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Auswirkung maternaler LRI
auf hPL-positiv gefarbten Synzytiotrophoblasten in der Plazenta
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Abbildung 9: Auswirkungen der einmaligen LRI auf die Histologie

Kernumfang und Kernflache hPL-positiv gefarbter Synzytiotrophoblasten nach BET-Gabe
im Vergleich zu der Kontrollgruppe. Univariate Analyse mit Adjustierung fir das SS-Alter
zum Zeitpunkt der Geburt in Schwangerschaftswochen sowie fir alle maternalen
Parameter und den Nikotinabusus. Mittelwert + Standardfehler; n = Anzahl der
eingeschlossenen Falle.
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Abbildung 10: hPL-positiv gefarbte Synzytiotrophoblasten nach LRI
Exemplarische Darstellung hPL-positiv gefarbter Synzytiotrophoblasten einer BET-
behandelten Plazenta aus der 34. SSW (peripher (A), zentral (B)) und in der 40.
SSW (peripher (E), zentral (F)). Entsprechend wurden hPL-positive Schnitte einer
Kontrollplazenta aus der 34. SSW (peripher (C), zentral (D)) und der 40. SSW
(peripher (G), zentral (H)) gegentibergestellt. Pfeil: Synzytiotrophoblast.
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