Aus dem Institut/der Klinik fur Geburtsmedizin
der Medizinischen Fakultat Charité — Universitatsmedizin Berlin

DISSERTATION

Plazentare Expression von sFlt-1 und PLGF
bei frih einsetzender plazentarer Dysfunktion:
Vergleich mit gesunden Schwangeren

zur Erlangung des akademischen Grades
Doctor medicinae (Dr. med.)

vorgelegt der Medizinischen Fakultat
Charité — Universitatsmedizin Berlin

von

Alice Elaine Holler

aus Herrenberg

Datum der Promotion: 14.09.2018



1. ZUSAMMENFASSUNG ...t ae e an s an e e an e s aa 2

I Y =23 12X 2
T4 ADSErACt DOUEISCR ..o e e e e e e e e 2
T4 2 ADSErQCE ENQGLISCR ...ttt ettt e e e e e e e e e e e e e ettt ee et 3
1.2 EINLEITUNG ....ccccuuummeereeeeesesssasasasssmnese e e e e s sasaaa s mmmms s e e e e eesaaaa e s mmmmnesenssessassassssnnmmnmnnenessesannssannns 4
1.3 MATERIAL UND IMIETHODEN .....cciicccuuunssnsnnsssesssasasssssssmsssssasssassasss s ssssmssse s e ae s eassa s ssmnnmnsnnsssssansnnnnns 5
1.3.7 StUAIENPOPUIALION ...ttt e e e e ettt aaaaeeeeseesaes 5
LRI ) o = o BT 7
1.3.2.1 MAterNales SEIUM ...ttt e e e et e e e e et e e e e e e nnte e e e e e snnseeeaaeaansaneaaeas 7
1.3.2.2 Plazentare GEWEDEPIODEN ..........oiiiiiiiiiiie ettt e e e e e e e st e e e e e e eataaeeae e 7
RSB 1 [ 1 s To o[- R 7
1.3.3.1 MRNA [s0lation and G-PCR ...t e e e et e e e e e eaees 7
1.3.3.2 Protein Isolation and ELISA ...t e e e raae e 8
1.3.3.3 IMMUNNISTOCREIMIE ...ttt e e e e e e e e e e e enees 8
1.3.3.4 FIUOreSZEeNZ-FArDUNGEN ........oiiiiiiii ettt e e e 8
1.3.3.5 Semiquantitative AUSWEITUNG .........ccouiiiiiie e s e e e e sneeeeanneeean 9
1.3.3.6 Statistische DatenauSWEITUNG ..........viiiiiiiiiec et 9
LI e == ] 10
1.4.7 StUAIENPOPUIALION ...ttt e e e e et e e s aaaaaeeeaessae 10
1.4.2 Maternale Serumkonzentrationen von sFlit-1, PIGF und des sFlt-1/PIGF Quotienten....... 11
1.4.3 Plazentare sFlt-1 und PLGF-MRNA-EXPIreSSiON ............ccouiiicuiiiiiiiiiiieeeiee e 11
1.4.4 Plazentare sFlt-1 und PLGF-Protein-EXPreSSion ..............eeeucieeeeeeeeeeiiiieeeeeeaeeeeeeeeeeecnnn, 12
1.4.5 Plazentare Lokalisierung der Proteine Flt-1 und PIGF ................ccoovvvveeeiieeeeeiieccciiveeeennn 12
1.4.6 Expressionsintensitét von Flt-1 und PIGF im villbsen Trophoblast..............c.cccccoveveevnnne.. 12
1.4.7 Referenzwerte fiir sSFlt-1, PIGF und SFIt=1/PIGF..............cooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeen 13
1.4.8 sFlt-1, PIGF und sFlit-1/PIGF Werte bei unkomplizierten Schwangerschaften.................. 13
versus Plazentadysfunktion (PE+IUGR) und rein€ PE ................ccooeeeeecciiieiieiiaeeeeeeeesciiieeenann 13
1.4.9 Cut-off Werte flr SFIt-T/PIGF ...........ooo o a e e 14
1.5 DISKUSSION ...cciiiiiiussnnmnsreeeresiassasssssmmssas s e s s ssssa s s s s me s e e e e e e s sa e e mmEEEeeeeesEa s e e snmnnReeenesensnnsnnnnnn 14
1. 6 LITERATURVERZEICHNIS .....ceiiiecssssnsmerressesssssssssssssnssnsssnssessssssssssssnnsnnsssssssssassssssannmnssessnssssssnsssasnnn 19
2. ANTEILSERKLARUNG .........ccoetrucirtraeirarseseesssesesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnssssssnssssssnsssnssnsssnes 23
3. PUBLIKATIONEN ... emene e e s e s e mmme e e e s e e s saa e mmmnm e e e e e e ee s e e smmmmnnneeeeesnnsnnnnnn 24
B 0t B o 1= 011 24
3.2 PUBLIKATION 2.....cciicicuuunemnnnnesisiissssssssssssssss s ss s sas s s sm s s se s e s e £ £e s s e mm R R £ R £ £ £ EE SR A e nmmRRRE e e beEeannnnnan 35
B T o 1= 01147 T 47
L ] N U L P 53
5. PUBLIKATIONSLISTE........ccooieiiieiererssssmsressssssmressssssmse e s sssssns e s ssssmsessssssnseessnssnsesssssansesssnssnneessensnns 54
6. EIDESSTATTLICHE VERSICHERUNG ..........iiiiiiccccccseserrre s s sssms s e e s s s s ssmmnnnn s s s e s 56

7. DANKSAGUNGEN ......ooiiiimimiimininssisn it s s s s s s n e s s s s b e s e a e s e e 57



1. Zusammenfassung
1.1 Abstracts

1.1.1 Abstract Deutsch

Der sFlt-1/PIGF Quotient ist in der Diagnose und Prognose plazentarer Dysfunktion
vielfach als Marker mit hoher Spezifitat und Sensitivitdt beschrieben worden und
findet in der klinischen Routine Anwendung [1-4].

Ziel: Ziel der Studien war es, die plazentare Expression von sFlt-1 und PIGF jeweils
in einer Kohorte frih einsetzender plazentarer Dysfunktion <34 SSW (1, Hoeller et
al.) und spat einsetzender plazentarer Dysfunktion >37 SSW (2, Ehrlich et al.) sowie
den altersentsprechenden Kontrollen zu analysieren. Es sollte weiterhin untersucht
werden, ob die plazentare Expression mit der klinischen Manifestation korreliert. In
einem weiteren Schritt sollte die Genauigkeit des Kryptor® Compact Plus System flr
sFlt-1 und PIGF sowie dessen Moglichkeiten in der klinischen Anwendung untersucht
werden (3, Droege et al.).

Methodik: Fur die Studien (1) und (2) wurden in einer frihen und spaten
Vergleichsgruppe sowohl maternale Blutproben als auch plazentare Gewebeproben
von jeweils 19 Patientinnen gewonnen. Die plazentare Expression von sFlt-1 und
PIGF wurde mittels g-PCR (mRNA), ELISA (Proteinquantifizierung) sowie
Fluoreszenz- und Immunhistochemie untersucht. Fur Studie (3) wurden Proben von
169 unkomplizierten Schwangerschaften mittels Kryptor® Compact Plus System
analysiert und Normwerte fur sFIt-1/PIGF etabliert. In einer Fall-Kontroll-Studie
wurden Cut-off Werte fur die genaue Diagnose von Praeklampsie berechnet.
Ergebnisse: Weder die plazentare PIGF mRNA- noch die Proteinexpression zeigte
sich bei Fallen plazentarer Dysfunktion im Vergleich zu Kontrollen verandert. Bei spat
einsetzender Praeklampsie war die trophoblastare PIGF Expression erhdht. Die
longitudinale Auswertung der Normverteilung des sFlt-1/PIGF Quotienten mittels
Kryptor® assay ist vergleichbar mit anderen Messsystemen und zeigt in der
Diagnose von Praeklampsie eine hohe diagnostische Genauigkeit.
Schlussfolgerung: Hohe maternale Serumkonzentrationen des antiangiogenen
Proteins sFlt-1 scheinen sowohl bei frih als auch bei spat einsetzender plazentarer
Dysfunktion erniedrigte PIGF Konzentrationen zu bedingen. Die Messung des sFlt-1/
PIGF Quotienten mittels Kryptor® Compact Plus System scheint fur den klinischen
Alltag eine Alternative zu etablierten Messsystemen darzustellen.
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1.1.2 Abstract Englisch

The sFIt-1/PIGF ratio has been described as a serum marker in the diagnosis and
prediction in cases of placental dysfunction like preeclampsia or intrauterine growth
restriction [1-4].

Aims: Object of this analysis was the evaluation of placental expression of sFlt-1 and
PIGF in a cohort of early onset placental dysfunction <34 weeks (1, Hoeller et al.)
and in a cohort of late onset placental dysfunction >37 weeks (2, Ehrlich et al.), each
in comparison to age-matched controls. Also, this investigation intended to asses
whether differences in clinical presentation can be explained by differential placental
expression patterns of sFit-1 and PIGF. Furthermore, the diagnostic accuracy of the
Kryptor® Compact Plus System for sFlt-1 and PIGF was analyzed in maternal serum
samples of uneventful singleton pregnancies and subjects with preeclampsia and
preeclampsia-related outcomes (3, Droege et al.).

Methods: For the studies (1) and (2) maternal blood samples and placental tissues
from an early and late cohort consisting of each 19 patients were collected and
studied for mRNA and protein levels as well as protein localization and expression
intensity. In (3) blood sampled from 169 uncomplicated pregnancies were evaluated
with the Kryptor® assay to calculate a normal distribution for sFlt-1, PIGF and the
sFIt-1/PIGF ratio. In the case control study cut-off values were generated and
diagnostic accuracy was examined.

Results: Neither placental PIGF mRNA nor protein expression was altered in
preeclampsia or fetal growth restricion compared to controls. In late onset
preeclampsia PIGF expression of villous trophoblast was increased. Longitudinal
reference ranges of the sFIt-1 and PIGF level in healthy pregnancies were
comparable with those levels measured with other immunoassays. Comparison of
the sFIt-1/PIGF ratio between cases and controls showed a high diagnostic accuracy.
Conclusion: High sFlt-1 concentrations may account for diminished maternal serum
PIGF levels. Analysis of sFlt-1, PIGF and the sFIt-1/PIGF ratio with Kryptor® assay
has shown to be an alternative to previously existing assays.
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1.2 Einleitung

Unter plazentarer Dysfunktion versteht man schwangerschafts-assoziierte
Komplikationen aufgrund chronischer plazentarer Fehl- oder Unterfunktionen.
Klinische Manifestationen koénnen unter anderem eine Praeklampsie (PE) als
vorrangig maternale Erkrankung, intrauterine fetale Wachstumsrestriktion (IUGR) als
vorrangig fetale Manifestation oder eine Kombination aus PE und IUGR sein [5].
Praeklampsie ist eine Schwangerschafts-assoziierte Multi-Systemerkrankung,
welche in 2-8 % aller Schwangerschaften auftritt und als neu aufgetretene
Hypertonie 2140 mmHg systolisch oder 290 mmHg diastolisch in Kombination mit
einer signifikanten Proteinurie =23 g im 24 Stunden Sammelurin oder 2++ im Urin-Stix,
jenseits der 20. Schwangerschaftswoche definiert ist [6]. Klinische Folgen kénnen
unter anderem maternale zerebrale Blutungen, Krampfanfalle und das HELLP-
Syndrom (Leberversagen mit Hamolyse und Thrombozytopenie) sowie fetale
intrauterine  Wachstumsretardierung oder vorzeitige Plazentalésung sein [7].
Insgesamt sind hypertensive Schwangerschaftskomplikationen weltweit fur 26% der
mutterlichen Sterblichkeit verantwortlich [8, 9], IUGR ist fur 43% der Falle perinataler
Sterblichkeit verantwortlich [10]. Eine intrauterine Wachstumsrestriktion liegt vor,
wenn das fetale genetische Wachstumspotential nicht ausgeschopft werden kann
[11]. Obwohl die exakte Pathophysiologie der PE beziehungsweise IUGR nicht
endgultig geklart ist, scheinen frihe Ereignisse bereits wahrend der trophoblastaren
Invasion in das Myometrium sowie ein fehlerhaftes Spiralarterien-Remodeling eine
Rolle zu spielen [7]. Maynard et al. beschrieben 2003 eine mogliche Beteiligung des
anti-angiogenen Faktor sFlt-1 (soluble fms-like thyrosin kinase-1) an der
Pathogenese [12]. Die Entbindung stellt nach wie vor die einzige endgultige Therapie
der PE dar und kann bei IUGR aufgrund fetaler Mangelzustande notwendig sein,
daher ist insbesondere der Zeitpunkt der Erstmanifestation sowie eine genaue
Diagnostik von geburtshilflicher Relevanz [1]. Bei spat auftretender Erstmanifestation
von PE oder IUGR (>37. SSW) sollte gemaf der AWMF Leitlinie zur Diagnostik und
Therapie hypertensiver Schwangerschaftserkrankungen generell die Entbindung
angestrebt werden [1]. Eine fruh einsetzende Praeklampsie (13% aller
Praeklampsien [13]) kann mit schwerer fetaler Mangelentwicklung oder maternaler
Morbiditat assoziiert sein, sodass eine vorzeitige Entbindung sowie die
Schwangerenbetreuung in einer spezialisierten Geburtsklinik mit Perinatalzentrum
notwendig ist [1]. In Hinblick auf drohende Komplikationen hat die klinische
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Einschatzung mittels Blutdruckmessung und Quantifizierung der Proteinurie nur eine
eingeschrankte Aussagekraft [14]. Der Kklinisch-wissenschaftliche Fokus in den
letzten Jahren lag daher auf der Identifizierung von Serummarkern, welche die
Diagnose sowie die Genauigkeit einer Prognose verbessern konnen [4, 14]. Levine
et al. konnten 2004 zeigen, dass Serumkonzentrationen des antiangiogenen Faktors
sFlt-1 bei PE im Gegensatz zur unkomplizierten Schwangerschaft erhoht (PE: 4382
pg/ml versus Kontrollen: 1643 pg/ml) und die des angiogenen Faktors PIGF
vermindert sind (PE: 137 pg/ml versus Kontrollen: 669 pg/ml) [2]. Unsere
Arbeitsgruppe konnte bereits 2010 eine automatisierte Methode (Elecsys® Roche
Diagnostics) zur schnellen Bestimmung des sFlt-1/PIGF-Quotienten etablieren und
Cut-off Werte fur sFiIt-1/PIGF zur genauen Diagnose von Praeklampsie bestimmen
[3]. Wahrend sich flur frih einsetzende PE ein Median sFIt-1/PIGF Wert von 424
versus 3.68 fur gesunden Kontrollen zeigte, war dieser bei spat einsetzender PE mit
129 versus 16.2 fur Kontrollen deutlich geringer. Phasenspezifische Cut-off Werte
wurden jeweils fur frihe und spate PE definiert [15]. Unterschiede in der maternalen
Serumkonzentration angiogener und antiangiogener Faktoren konnten nicht nur
zwischen fruh einsetzender und spat einsetzender PE, sondern auch zwischen PE
und IUGR festgestellt werden [14, 16]

Zielsetzung

Ziel der Studien (1) und (2) war es, die plazentare Expression von sFlt-1 und PIGF
jeweils in gestationsalter-genormten Kohorten - bestehend aus PE, IUGR und
Kontrollen - zu analysieren, und zu evaluieren, ob die klinische Prasentation mit der
plazentaren Expression der genannten Faktoren korreliert. In einem weiteren Schritt
sollte die Genauigkeit des Kryptor® Compact Plus System fir sFlt-1 und PIGF sowie
dessen Maglichkeiten in der klinischen Anwendung untersucht werden (Droege et
al.).

1.3 Material und Methoden

1.3.1 Studienpopulation

Die Studienpopulationen der drei Veroffentlichungen wurden im Rahmen von zwei
Forschungsprojekten Uber den Zeitraum von September 2007 bis Juni 2010 sowie
von Marz 2013 bis Juli 2014 jeweils an der Klinik fur Geburtsmedizin, Charité-
Campus Virchow Klinikum, Berlin, rekrutiert. Die Studienprotokolle wurden zuvor
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durch die Ethik-Kommission der Charité-Universitatsmedizin Berlin genehmigt. Alle
Probandinnen wurden Uber die Zielsetzung des Projekts, mogliche Risiken und
Komplikationen im Rahmen der Probengewinnung sowie Uber die Anonymisierung
der Patienten-Daten aufgeklart, dies wurde in Form einer schriftlichen
Einwilligungserklarung festgehalten. Praeklampsie wurde gemal der ,International
Society for the Study of Hypertension in Pregnancy (ISSHP) 2000“ definiert als neu
aufgetretene Hypertonie 2140 mmHg systolisch oder =290 mmHg diastolisch in
Kombination mit einer signifikanten Proteinurie 23 g im 24 Stunden Sammelurin oder
2++ im Urin-Stix, jenseits der 20. Schwangerschaftswoche [6]. Die Diagnose der
IUGR wurde durch die antepartale fetale Biometrie gestellt und definiert als: Fetales
Schatzgewicht <5. Perzentile, in Kombination mit einer reduzierten
Fruchtwassermenge (Oligohydramnion) oder einem erhdhten Pulsatilitats-Index der
Arteria umbilicales >95. Perzentile [11, 14, 16, 17]. Als Kontroll-Kohorte wurden
Schwangerschaften definiert, bei denen keine Form der plazentaren Dysfunktion
nachgewiesen werden konnte. Fir die Studie (1) wurde Uber den Zeitraum von
Marz 2013 bis Juli 2014 eine Studienkohorte bestehend aus 19 Patientinnen
rekrutiert. Die einzelnen Kohorten umfassten dabei: 1. fruh einsetzende
Praeklampsie <34 SSW, n=6; 2. frih einsetzende IUGR <34 SSW; n=7, 3. Kontrollen
<34. SSW, n=6. Fur die Studie (2) wurde ebenfalls im Zeitraum von Marz 2013 bis
Juli 2014 eine Studienkohorte bestehend aus ingesamt 19 Patientinnen rekrutiert.
Die einzelnen Kohorten umfassen dabei: 1. spat einsetzende Praeklampsie >37
SSW, n=7; 2. spat einsetzende IUGR >37. SSW, n=5; 3. Kontrollen >37. SSW, n=7.
Die Studienpopulation fur Studie (3) umfasste zwei Anteile: Im ersten Teil wurden 235
longitudinale Proben von n=169 Patientinnen mit unkomplizierten
Schwangerschaften gesammelt und analysiert. Es sollten Normwerte fiir sFlt-1, PIGF
und den sFIt-1/PIGF-Quotienten mittels Kryptor® immunoassay zu unterschiedlichen
Zeitpunkten in der Schwangerschaft berechnen werden (20.-23. SSW: n=41; 24.-28.
SSW: n=51; 29.-33. SSW: n=74; 34.-36. SSW: 40; >37. SSW: n=30). Im zweiten Teil
der Datenauswertung wurde eine Kohorte von n=46 Schwangerschaften welche mit
plazentarer Dysfunktion (PE oder IUGR) assoziiert waren, sowie eine Kohorte von
n=33 Schwangerschaften, die allein durch PE kompliziert waren, mit einer Kohorte
von n=167 beziehungsweise n=132 gesunden, altersgenormten Schwangerschaften

verglichen.

6 von 57



1.3.2 Proben

1.3.2.1 Maternales Serum

Jeweils zwei maternale Blutproben wurden zu je zwei Zeitpunkten aus einer
peripheren Vene gewonnen: 1. zum Zeitpunkt der Aufnahme in die Geburtsklinik und
2. unmittelbar vor oder spatestens eine Stunde nach der Entbindung. In einer Probe
wurden im Labor Berlin unmittelbar die Faktoren sFlt-1, PIGF und der sFlt-1/PIGF-
Quotient mittels Elecsys® (Roche Diagnostics) bestimmt. In der zweiten maternalen
Blutprobe wurden - nach Zentrifugation mit 3500 rpm fur 10 Minuten bei 4°C und
anschliefender Kryokonservierung des Serums - mittels Kryptor® Compact Plus
System ebenfalls Werte fir sFit-1, PIGF und der sFlt-1/PIGF Quotient bestimmt.

1.3.2.2 Plazentare Gewebeproben

Plazentare Gewebeproben wurden unmittelbar nach Extraktion der Plazenta
entnommen. Da die Plazenta in ihrer Oberflachenstruktur und Beschaffenheit sehr
heterogen ist, erfolgte die Entnahme der Proben anhand eines randomisierten
Protokolls. Fiir die mRNA und Proteinquantifizierung wurden jeweils drei etwa 0.5cm3
grol3e Proben in flissigem Stickstoff kryokonserviert. Fur die immunhistochemische
Aufarbeitung wurde jeweils ein etwa 3cm3 groRes Gewebestlick entnommen und in
4% Formalin-Losung fixiert. Das Umbetten in Paraffin-Blocke erfolgte am Institut fur
Pathologie der Charité-Universitatsmedizin Berlin. Um systematische Fehler in der

Auswertung auszuschliel3en, wurden die Proben verblindet.

1.3.3 Methoden

1.3.3.1 mRNA Isolation and q-PCR

Die mRNA aus den plazentaren Gewebeproben wurde mittels Qiagen (Hilden,
Deutschland), RNeasy mini kit und RNase-Free DNase Set isoliert und die RNA
Quantitat wurde mittels NanoDrop UV/VIS-Spectrometer (PeglLab, Erlagen,
Deutschland) verifiziert. Durch das High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) wurde mRNA reverse in DNA
transkribiert. Die DNA wurde mit Hilfe des Applied Biosystems 7500/7500 Fast Real-
Time PCR-System analysiert, zur besseren Vergleichbarkeit wurden die Werte als
arbitrare Einheiten (engl.: arbitrary units, AU) berechnet. Der 18s Teil der
ribosomalen RNA wurde als endogene Kontrolle benutzt. Die entsprechenden Primer
wurden durch PrimerExpress 2.0 (Applied Biosystems) hergestellt.
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1.3.3.2 Protein Isolation and ELISA

Plazentare Gewebeproben (100 bis 350 mg) wurden in einem Lysepuffer lysiert, mit
Percelly 24 (PegLab) homogenisiert und im Anschluss bei 4°C und 12.000 g fur 11
Minuten zentrifugiert. Im Uberstand wurden nach Bradford die
Proteinkonzentrationen gemessen und auf 1ug/ul verdunnt. sFlt-1 und FIt-1
Konzentrationen wurden mittels Elecsys® sFlt-1 (Roche) bestimmt, dabei war eine
Differenzierung zwischen der I6slichen und der membranstandigen Form der
Thyrosin-Kinase nicht moglich. PIGF Konzentrationen wurden mittels Elecsys® PIGF

(Roche) ermittelt.

1.3.3.3 Immunhistochemie

Plazentare Gewebeproben, welche zuvor in 4% Formalinldsung fixiert und am Institut
fur Pathologie der Charité-Universitatsmedizin Berlin in Paraffin UberfUhrt worden
waren, wurden mit einer Schnittdicke von 4um auf Objekttrager Ubertragen und nach
Standardprotokoll entwachst und rehydriert. Zur Renaturierung der Antigene
(Antigendemaskierung) wurden die Schnitte in in einem Citrat Puffer, pH 6, tber 7
Minuten auf 120°C erhitzt und fur die Farbungen zunachst in 10% Tris Puffer mit
0.05% Tween (TBS/T) uberfuhrt. Das Farbeprotokoll wurde automatisiert durch den
Lab Vision AutostainerTM durchgefuhrt. Endogene Peroxidasen wurden durch den
Hydrogen Peroxidase Block (UltraVision, Thermo Scientific, USA) inaktiviert und
unspezifische Reaktionen wurden mit Hilfe eines Protein Blocks (UltraVision, Thermo
Scientific, USA) blockiert. Im nachsten Schritt erfolgte die Inkubation mit dem
primaren Antikorper, welcher sich entweder gegen den intrazellularen C-Terminus
von Flt-1 (0.33 pg/ml, rabbit polyclonal anti-human, Acris, Germany) oder gegen
PIGF (2.47 pg/ml, rabbit polyclonal anti-human, Proteintech) richtete. Im Anschluss
wurde das UltraVision detection system HRP polymer kit angewandt, zur
Visualisierung erfolgte die weitere Inkubation mit einem AEC Chromogen. Zellkerne
wurden mit Hdmalaun gegengefarbt. Negativ Kontrollen wurden mit einem rabbit 1IgG
negativ control antibody (Santa Cruz Biotechnology, Inc., USA) durchgeflhrt.

1.3.3.4 Fluoreszenz-Féarbungen

Gewebeproben wurden entweder mit einem Antikorper gegen Flt-1 (6.6 pug/ml) oder
PIGF (2.47 pg/ml), jeweils in Kombination mit einem Antikdrper gegen Trophoblast-
Zellen (Cytokeratin 7, 1 pg/ml, monoclonal mouse anti-human, ThermoScientific,
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USA), Endothel-Zellen (CD 34, 0.23 pg/ml, monoclonal mouse anti-human,
DakoCytomation, Denmark) oder Hofbauer-Zellen (CD 163, 20 pg/ml, monoclonal
mouse anti-human, ThermoScientific, USA) inkubiert. In einem 2zweiten Schritt
erfolgte die Inkubation mit dem Fluoreszenz-markiertem Sekundarantikorper (goat
anti-mouse,10 pg/ml, Alexa Fluor®555 conjugate, ThermoScientific, USA oder goat
anti-rabbit 10 pg/ml, Alexa Fluor®488 conjugate, ThermoScientific, USA). Nuclei
wurden mit DAPI (2.5 pug/ml, Invitrogen, United Kingdom) gefarbt.

1.3.3.5 Semiquantitative Auswertung

Die Bildanalyse der zuvor verblindeten immunhistochemischen Farbungen erfolgte
mit einem Leica DM 6000B Mikroskop mit einer Olympus DP 72 Kamera,
ausgestattet mit der Visiomorph Software (Visiopharm, Denmark). Von jedem
Objekttrager wurden systematisch und randomisiert 20 Bilder aufgenommen, 8 Bilder
wurden mit Hilfe eines 16x12 Punkte-Gitters ausgewertet (newCAST software,
Visiopharm), dabei wurde die entsprechende Farbung eines jeden Punktes einer der
folgenden Kategorien zugeordnet: (1) villéser Trophoblast: starke Farbung, vTr+++,
(2) villéser Trophoblast: moderate Farbung, vTr ++, (3) villdser Trophoblast:
schwache Farbung, vTr +, (4) villdser Trophoblast: keine Farbung, vTr -, (5) Stroma,
(6) Intervilloser Raum. Um diese Form der Semiquantifizierung vergleichen und

darstellen zu kdnnen, wurde der folgende Algorithmus etabliert:

vTr(+++) = Nn(VTr +++) X [N(VTr +++) + n(VTr ++) + n(vTr +) + n(vTr -)]/192
VTr(++) =n(VTr ++)  x[n(VTr +++) + n(vTr ++) + n(vTr +) + n(vTr -)[/192
vTr(+) =n(vir+) x[n(vTr+++) + n(vTr ++) + n(vTr +) + n(vTr -)}/192
vTr(-) =n(vIr-)  x[n(VTr+++) + n(vTr ++) + n(vTr +) + n(vTr -)]/192

Dieser Algorithmus berucksichtigt die geschatzte gefarbte trophoblastare Oberflache
im Verhaltnis zu der gesamt-trophoblastaren Oberflache, welche innerhalb der
Plazenta variieren kann. Im Folgenden wird dies als Farbeintensitat bezeichnet

werden.

1.3.3.6 Statistische Datenauswertung

Alle Daten wurden mittels Kolmogorov-Smirnov Test auf Normalverteilung analysiert.
Kontinuierliche Daten wurden als Mittelwert + Standardabweichung angegeben,
kategorische Daten in Haufigkeiten und Prozentangaben. In der Arbeit von Hoeller et
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al. und von Ehrlich et al. wurde die statistische Datenauswertung mit der GraphPad
Prism 5 Software (GraphPad, La Jolla, CA, USA) durchgefihrt. Normalverteilte
Daten wurden mit dem One-way ANOVA und Turkey oder Dunnett's Posttest
getestet. Alternativ wurde der Dunn’s Test durchgefuhrt. Fur ein p-Wert <0.05 wurde
statistische Signifikanz angenommen. Die Datenanalyse in der Studie (3) wurde mit
der Statistical Package for Social Sciences 22 (SPSS) Software durchgefihrt. Serum
Konzentrationen von sFlt-1, PIGF und dem sFIt-1/PIGF Quotienten wurden als
Median und Interquartilen (IQ) ausgewertet. Im ersten, longitudinalen Teil der Studie
wurde jeweils die HoOhe des sFIt-1/PIGF berechnet und als Perzentilen-Wert
angegeben (5./10./50./95.). Im zweiten Teil der Datenauswertung wurden
Schwangerschaften mit plazentarer Dysfunktion (PE oder IUGR) oder mit isolierter
Praeklampsie mit gesunden Schwangerschaften verglichen. Der Kolmogorov-
Smirmnov Test zeigte eine nicht nomalverteilte Kohorte, daher wurden die
kategorischen Daten mittels two-tailed exact Fisher Test und kontinuierliche Daten
mittels Mann-Whitney Test ausgewertet. Um einen diagnostischen Cut-off Wert fur
sFIt-1/PIGF in Schwangerschaften mit plazentarer Dysfunktion oder isolierter PE im
Vergleich zu gesunden Schwangerschaften zu etablieren, wurden wurden Receiver-
Operating-Characteristic-Kurven (ROC-Kurven) fir den sFlt-1/PIGF Quotienten mit
einer Area under the curve (AUC) erstellt. Die Schnittstelle zwischen maximaler

Sensitivitat und Spezifitat wurde als Cut-off Werte definiert.

1.4 Ergebnisse

1.4.1 Studienpopulation

In der frGhen Vergleichsgruppe von Hoeller et al. zeigten sich keine Unterschiede
bezogen auf das mutterliche Alter, Body-Mass-Index (BMI) sowie das Gestationsalter
bei Entbindung. Sowohl der systolische als auch diastolische Blutdruck waren bei PE
am hochsten, in der IUGR Gruppe wurden bei drei Schwangeren ebenfalls erhdhte
Blutdruckwerte dokumentiert, allerdings nicht in Kombination mit einer Proteinurie.
Eine signifikante Proteinurie bestand bei allen Fallen von friher PE und in zwei
Fallen von IUGR. Das fetale Schatzgewicht zeigte zwischen den Gruppen keine
signifikanten Unterschiede, allerdings lag es bei allen Fallen von IUGR und bei 50%
der Falle von PE unter der 5. Perzentile. In zwei Fallen lag eine PE in Kombination
mit IUGR vor, diese Falle wurden der PE-Gruppe zugeteilt (Tabelle 1 aus Hoeller et

al.). In der spaten Vergleichsgruppe zeigten sich fir PE signifikant hdhere
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Blutdruckwerte gegentber IUGR und Kontrollen, eine Proteinurie wurde in allen
Fallen von PE und in keinem der Falle von IUGR oder Kontrollen beobachtet. Das
fetale Schatzgewicht war bei PE und IUGR signifikant erniedrigt gegenuber
Kontrollen, allerdings lag es nur bei IUGR < 5. Perzentile (Tabelle 1 aus Ehrlich et
al.).

1.4.2 Maternale Serumkonzentrationen von sFlt-1, PIGF und des sFIt-1/PIGF
Quotienten

Maternale Serumkonzentrationen von sFlt-1, PIGF und des sFIt-1/PIGF Quotienten
wurden jeweils fur frih einsetzende als auch spat einsetzende plazentare
Dysfunktion im Vergleich zu den entsprechenden gesunden Kontroll-
Schwangerschaften, welche weder mit PE noch mit IUGR assoziiert waren,
verglichen. Fur fruh einsetzende PE konnte ein signifikanter Anstieg von sFlt-1 im
Vergleich zu frih einsetzender IUGR und Kontrollen gezeigt werden (PE: 10416 +
6066 ng/l versus IUGR: 5134 + 2188 ng/l und Kontrollen 4045 + 2507 ng/l). PIGF
Konzentrationen waren bei friher PE und IUGR im Vergleich zu den entsprechenden
Kontrollen signifikant niedriger (PE: 50.7 £ 69.1 und IUGR: 28.3 + 29.6 ng/l versus
Kontrollen: 183.2 ng/l + 88.8 ng/l). Der sFit-1/PIGF Quotient war bei friher PE und
IUGR im Vergleich zu Kontrollen signifikant erhoht (PE: 743.4 + 944.2 und IUGR:
322.2 + 222.6 versus Kontrollen: 37.6 + 33.5) (Graphik 1 aus Hoeller et al.). Die
entsprechenden Serumkonzentrationen der spaten Kohorte >37. SSW wurden von
Ehrlich et al. in den Graphiken 1A, 4A und 7A dargestellt. Signifikante Unterschiede
in den Serumkonzentrationen konnten hier nur in der Vergleichsgruppe der spat
einsetzenden PE gegenuber IUGR und der Kontrollgruppe gezeigt werden. Der
sFIt-1/PIGF Quotient war bei PE verglichen mit Kontrollen und IUGR erhdht.

1.4.3 Plazentare sFIt-1 und PLGF-mRNA-Expression

Zunachst erfolgte die Bestimmung des sFlt-1 und PIGF mRNA Gehalts plazentarer
Gewebeproben, die Ergebnisse sind fir die Vergleichsgruppe friih einsetzender PE
und IUGR <34 SSW in Graphik 2 aus Hoeller et al., fur die spate Vergleichsgruppe
>37. SSW in den Graphiken 1B, 4B aus Ehrlich et al. dargestellt. In
Schwangerschaften, bei denen sich <34. SSW eine PE manifestierte, zeigten sich im
Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant hdhere Mengen an sFlt-1 mRNA (PE: 4.11
3.38 AU versus Kontrollen: 0.62 + 0.63 AU). Zusatzlich konnte eine positive
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Korrelation zu maternalen sFlt-1 Serumkonzentrationen berechnet werden (Graphik
S3, Online supplementary data aus Hoeller et al.). Fur frih einsetzende IUGR konnte
kein signifikanter Unterschied im Vergleich mit PE oder Kontrollen festgestellt
werden. Die plazentare Expression von PIGF mRNA zeigte sich zwischen den
frihen Vergleichsgruppen <34. SSW unverandert (PE: 1.29 + 061 AU, IUGR: 0.84 +
0.43 AU, Kontrollen: 1.05 + 0.60 AU). Bei spat einsetzender PE zeigten sich im
Vergleich zu spat einsetzender IUGR und gesunden Schwangerschaften eine
signifikant erhohte plazentare Expression von sFlt-1 mRNA (PE: 1.05 + 0.34 AU
versus IUGR: 0.32 + 0.16 AU und Kontrollen: 0.31 + 0.06 AU). Die Expression von
PIGF mRNA war analog zur frihen Vergleichsgruppe <34 SSW unverandert (PE:
1.06 £ 0.37 AU, IUGR: 1,04 + 0.42 AU, Kontrollen: 0.95 + 0.18 AU).

1.4.4 Plazentare sFlt-1 und PLGF-Protein-Expression

Wahrend sich in der frihen Vergleichsgruppe <34 SSW im Vergleich zu gesunden
Kontrollen erhdhte sFit-1 Proteinkonzentrationen bei PE und bei IUGR (PE: 6653 +
3983 ng/l, IUGR: 7875 + 5818 ng/l versus Kontrollen: 2745 + 2046 ng/l) zeigten,
konnten in der spaten Vergleichsgruppe keine Unterschiede festgestellt werden.

Es konnten weder fur die frihe Vergleichsgruppe <34 SSW noch fur die spate
Gruppe >37 SSW Unterschiede in der plazentaren Expression des Proteins PIGF
festgestellt werden: Frihe Gruppe: PE 118.4 £ 79.0 ng/l, IUGR 135.7 £ 58.7 ngl/l,
Kontrollen 123.7 + 62.6 ng/l (Graphik 3B aus Hoeller et al.); Spate Gruppe: PE
161.50 £ 79.93 ng/l, IUGR 121.00 + 67.95 ng/l, Kontrollen 128.30 + 37.97 ngl/l
(Graphik 4C aus Ehrlich et al.).

1.4.5 Plazentare Lokalisierung der Proteine Flt-1 und PIGF

Eine Expression von Flt-1 konnte in villdsem Trophoblast, groReren Gefalien,
wenigen Hofbauer Zellen sowie weiteren Stroma-Zellen, welche nicht charakterisiert
wurden, dargestellt werden. PIGF wurde im villésen Trophoblast entweder nicht oder
sehr gering exprimiert, ebenfalls wurde in Gefalden und Hofbauer-Zellen keine PIGF
Expression beobachtet (Graphik 4 und 6 aus Hoeller et al. und Graphik 2 und 6 aus
Ehrlich et al.).

1.4.6 Expressionsintensitat von Flt-1 und PIGF im villésen Trophoblast
Da der villose Trophoblast einen Kontakt zwischen mutterlichem und fetalem
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Kreislauf ermdglicht, wurde dieser gesondert betrachtet: Dessen Expression von

Flt-1 und PIGF wurde semiquantitativ ausgewertet und entsprechende
Expressionsintensitaten wurden berechnet. Flt-1 konnte in allen Proben im villosen
Trophoblast in einer starken oder moderaten Intensitat dargestellt werden, ein
Unterschied in der Expressionsintensitat zwischen den Vergleichsgruppen PE, [IUGR
und Kontrollen konnte weder in der frihen noch in der spaten Gruppe festgestellt
werden (Graphik 5 aus Hoeller et al. und Graphik 3 aus Ehrlich et al.).

PIGF wurde vom villdsen Trophoblast in allen Gewebeproben entweder gering oder
nicht exprimiert. In der frihen Vergleichsgruppe <34.SSW zeigten sich in der
trophoblastaren PIGF Expression keine Intensitatsunterschiede (Graphik 7 aus
Hoeller et al). In der spaten Vergleichsgruppe war der Trophoblast ingesamt
ebenfalls nur gering angefarbt oder negativ, allerdings zeigte sich fir PE im Vergleich
zu Kontrollen mehr Trophoblast mit einer leichten Farbung (Graphik 6 aus Ehrlich et
al.).

1.4.7 Referenzwerte fur sFit-1, PIGF und sFit-1/PIGF

Bis zur vollendeten 33. SSW zeigten sich relativ stabile Serumkonzentrationen von
sFlt-1, wohingegen sich >33SSW ein Konzentrationsanstieg zeigte (50. Perzentile,
P50, jeweils in der 20.-23.SSW: 1028.00 pg/ml; 24.-28.SSW: 1523.00 pg/ml;
29.-33.SSW: 1501.50 pg/ml; 34.-36.SSW: 2749,5 pg/ml; >37. SSW: 3255.00 pg/ml).
Weiterhin konnte fur unkomplizierte Schwangerschaften >33. SSW ein Abfall der
PIGF Serumkonzentrationen (P50 jeweils in der 20.-23.SSW: 231.50 pg/mi;
24 .-28.SSW: 318.50 pg/ml; 29.-33.SSW: 277.50 pg/ml; 34.-36.SSW: 124.30 pg/ml;
>37.SSW: 107.40 pg/ml) sowie ein Anstieg des sFIt-1/PIGF Quotienten gezeigt
werden (P50 jeweils in der 20.-23.SSW: 4.66; 24.-28.SSW: 4.54; 29.-33.SSW: 6.33;
34.-36.SSW: 24.32; >37.SSW: 33.52).

1.4.8 sFlt-1, PIGF und sFit-1/PIGF Werte bei unkomplizierten Schwangerschaften
versus Plazentadysfunktion (PE+IUGR) und reine PE

Der Median der sFlt-1 Konzentrationen von durch PE oder PE+IUGR komplizierten

Schwangerschaften war im Vergleich zu den entsprechenden gesunden Kontrollen

etwa vier Mal hoher (PE: 8643 + 8566 pg/ml versus Kontrollen: 2238 + 2164 pg/ml,

p<0.001 und PE+IUGR: 8695 + 7149 pg/ml versus Kontrollen: 1921 £ 2026pg/ml,

p<0.001). Maternale PIGF-Serumkonzentrationen waren bei PE und bei PE+IUGR
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jeweils im Vergleich zu der entsprechenden Kontrollgruppe signifikant niedriger (PE:
40 £ 33 pg/ml versus Kontrollen: 190 + 282 pg/ml; PE+IUGR: 29 + 29.24 pg/ml
versus Kontrollen: 210 £ 271 pg/ml). Der sFIt-1/PIGF Quotient war entsprechend
sowohl in der Gruppe von PE als auch in der Gruppe von PE+IUGR signifikant
gegenuber der Kontrollgruppe erhdht (PE: 286.19 + 444.0 versus Kontrollen: 40.86 +
10.0; PE+IUGR: 286.0 *+ 441 versus 8.32 + 21.34) (Tabelle 3 aus Droege et. al.)

1.4.9 Cut-off Werte fur sFit-1/PIGF

In der Analyse der ROC-Kurven fur den sFit-1/PIGF Quotienten zeigte sich eine Area
under the curve (AUC) zwischen Patientinnen und Kontrollen von 0.917 (95% CI
0.862 - 0.972), zwischen PE und Kontrollen von AUC of 0.919 (0.856-0.982, 95% Cl).
Anhand der ROC-Kurven wurde ein flr die Messung mittels Kryptor® assay
optimaler Cut-off flr beide Fallgruppen (reine PE und PE+IUGR) definiert: Ein Cut-off
von 103 zeigte in der Fallgruppe von PE+IUGR bei einer Sensitivitat von 84.78%
eine Spezifitat von 93.41%, fur isolierte PE bei einer Sensitivitat von 87.88% eine

Spezifitdt von 91.67 % (Tabelle 3 aus Droege et al.).

1.5 Diskussion

In der Analyse angiogener und antiangiogener Faktoren im mdutterlichen Serum
konnten Hoeller et al. einen signifikanten Anstieg des antiangiogenen sFlt-1 bei frih
einsetzender Praeklampsie jeweils im Vergleich zu frGher IUGR und den
gestationsalter-genormten Kontrollen beobachten. Ehrlich et al. konnten fir die
Gruppe spat einsetzender PE ebenfalls erhohte Konzentrationen von sFlt-1 im
Vergleich zu IUGR und Kontrollen darstellen. Diese Ergebnisse sind kongruent zu
den bereits vielfach in der Literatur beschriebenen erhdhten miutterlichen
Serumkonzentrationen von sFlt-1 bei PE [2, 12, 18, 19]. Miutterliche
Serumkonzentrationen des angiogenen Faktors PIGF waren sowohl bei friher PE
und IUGR, als auch bei spater PE signifikant niedriger und der sFIt-1/PIGF Quotient
erhoht im Vergleich zu den entsprechenden Kontrollen. Fir spat einsetzende IUGR
konnten keine signifikanten Veranderungen in den entsprechenden
Serumkonzentrationen beobachtet werden. Kongruent zu den Ergebnissen von
Hoeller et al., war der sFlt-1/PIGF Quotient in den Untersuchungen von Wallner et al.
und Stephan et al. bei beiden Entitaten friher plazentarer Dysfunktion signifikant
erhoht. Ein Anstieg der mutterlichen Serumkonzentration von sFlt-1 konnte nicht nur
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fur frGh einsetzende PE, sondern auch fir frih einsetzende fetale
Wachstumsrestriktion beobachtet werden [14, 20]. In Ubereinstimmung mit den
Analysen von Ehrlich et al. konnten Herraiz et al. bei spat einsetzender IUGR weder
fur sFlt-1 noch PIGF signifikante Anderungen der maternalen Plasmakonzentrationen
nachweisen, allerdings war der sFIt-1/PIGF Quotient signifikant gegenuber den
Kontrollen erhoht [21]. Wie bereits andere zuvor [12, 22-24], konnten Hoeller et al.
eine erhohte plazentare Expression von sFlt-1 mRNA bei frih einsetzender PE
gegenuber gestationsalter-genormten Kontrollen beobachten. In der spaten Kohorte
konnten fur PE im Vergleich zu IUGR und Kontrollen ebenfalls signifikant héhere
Mengen an plazentarer sFlt-1 mRNA nachgewiesen werden. Fur frihe IUGR konnten
im Vergleich zu Kontrollen signifikant erhdhte plazentare Proteinmengen des
antiangiogenen sFlt-1 beobachtet werden, in der spaten Kohorte zeigten sich keine
signifikanten Unterschiede. Als wichtigstes Ergebnis konnten Hoeller et al. und
Ehrlich et al. zeigen, dass die plazentare Expression von PIGF auf mRNA- und
Proteinebene weder bei frh noch bei spat einsetzender plazentarer Dysfunktionen
verandert ist. Dabei konnten auch im Vergleich von PE zu IUGR keine Unterschiede
festgestellt werden. PIGF wurde vom villdsen Trophoblast in allen Gewebeproben
entweder gering oder nicht exprimiert. In der frihen Kohorte ergaben sich dabei
keine Unterschiede zwischen Kontrollen und Fallen. In der spaten Kohorte zeigte
sich fur PE im Vergleich zu Kontrollen quantitativ mehr Trophoblast mit einer leichten
Farbung. Dies sind neue Erkenntnisse in der plazentaren Expressionsanalyse von
PIGF, welche in starkem Kontrast zu der bisher vermuteten verringerten plazentaren
Synthese und Expression von PIGF stehen [24-27]. Bisher sind reduzierte maternale
Serumkonzentrationen von PIGF bei PE und IUGR auf zwei Mechanismen
zurtckgefuihrt worden: 1. durch eine reduzierte plazentare Synthese von PIGF und 2.
durch das Binden von freiem PIGF durch den léslichen VEGF-Rezeptor sFlt-1 [2, 5,
12]. Wallner et al. schlugen - unter der Hypothese, dass die Plazenta der
Ursprungsort von PIGF ist - vor, dass eine gewichtsadaptierte Freisetzung von PIGF
bei ITUGR (mit mengenmaliig kleineren Plazenten als bei gesunden
Schwangerschaften) in Kombination mit dem Binden von PIGF durch sFlit-1,
ursachlich fur reduzierte maternale PIGF Serumkonzentrationen ist [20, 28]. Diese
Hypothese kdnnen wir weder bestatigen noch widerlegen. Unsere Ergebnisse fuhren
uns jedoch zu der Schlussfolgerung, dass die plazentare Expression von PIGF weder
bei friher noch bei spater plazentarer Dysfunktion reduziert ist und somit nicht die
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Ursache fir die reduzierten maternalen Serumkonzentrationen sein kann. Obgleich
wir keinen plazentaren Phanotyp mit eindeutigen Expressionsmustern von sFlt-1 und
PIGF fir PE oder IUGR definieren konnten, ist es uns gelungen, neue Erkenntnisse
in der Bedeutung der Plazenta sowie deren Rolle in der Pathophysiologie plazentarer
Dysfunktionen mit konsekutiv veranderten Serumkonzentrationen angiogener und
antiangiogener Faktoren zu gewinnen. Unsere Ergebnisse unterstreichen die
Hypothese der gemeinsamen Pathophysiologie von friher PE und IUGR im
Vergleich zur spaten PE und IUGR [5, 29]. Die klinische Verflochtenheit dieser
beiden Krankheitsentitaten fruher plazentarer Dysfunktion wird in der
Studienpopulation von Hoeller et al. deutlich: In 50% der Falle von friiher PE zeigte
sich zusatzliche eine fetale Wachstumsrestriktion. Fur frihe IUGR zeigte sich im
Vergleich zu Kontrollen eine Erhohung des systolischen Blutdrucks von 30 mmHg,
eine signifikante Proteinurie bestand bei zwei von sieben Patientinnen.

In der Arbeit von Hoeller et al. wurde die plazentare Expression von sFI-t1 und PIGF
gezielt in Kohorten von fruh einsetzender Plazentadysfunktion in Form von PE oder
IUGR untersucht und mit gestationsalter-genormten Kontrollen verglichen. Infolge
des prospektiven Studienaufbaus und der gezielten Patientenrekrutierung konnten
homogene Kohorten generiert werden. Aufgrund inhomogener Kohortenstrukturen
bei ahnlichem Studienaufbau gibt es nach unserer Kenntnis bisher keine
vergleichbaren Daten [23, 30]. Um IUGR Feten von ,small for gestational age” (SGA)
Feten zu unterscheiden, wurden sehr strenge Kriterien zur Diagnose von IUGR
angewandt. Dies ist von aullerster Relevanz, da Nevo et al. in vorherigen Studien
zeigen konnten, dass die plazentare Expression angiogener und antiangiogener
Faktoren bei IUGR, nicht aber bei SGA, verandert ist [31]. Die Tatsache, dass
Autoren in vorherigen Studien unterschiedliche Einschlusskriterien fir IUGR benutzt
haben, erschwert den Vergleich dieser Studien untereinander [24, 28, 31]. Die
Expression von sFlt-1 und PIGF wurde jeweils auf verschiedenen Ebenen analysiert:
Mutterliches Serum, plazentare mRNA, plazentare Proteinmenge und
Proteinlokalisation sowie semiquantitative Auswertung. Insbesondere die
semiquantitative Auswertung mit der Etablierung eines Algorithmus zur Berechnung
der Expressionsintensitat des villosen Trophoblasten ist ein Fortschritt zu
konservativer Immunhistochemie [22, 23, 30-32]. In Hinblick auf die Beurteilung der
plazentaren Expression von sFlt-1 muss auf eine Unsicherheit im experimentellen
Studienaufbau hingewiesen werden: Wahrend der mRNA-Primer spezifisch fur sFlt-1
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war, wurde mittels Elecsys® sFlt-1 (Roche) neben sFlt-1 auch membranstandiges
Flt-1 erfasst. Der Antikorper fur die Immunhistochemie richtete sich ausschlief3lich
gegen die membranstandige Thyrosinkinase Flt-1. Insofern sind die Ergebnisse der
verschiedenen Methoden zur Beurteilung der Expression von sFlt-1 - anders als in
der Analyse von PIGF - nicht lickenlos vergleichbar.

Hoeller et al. konnten fur frh einsetzende Praeklampsie (PE) - als vorrangig
maternale Erkrankung - zeigen, dass mutterliche Serumkonzentrationen von sFlt-1
erhoht, die von PIGF reduziert und der sFlt-1/PIGF Quotient gegenuber Kontrollen
erhoht ist. In der plazentaren Expressionsanalyse konnten signifikant hohere Mengen
an sFIt-1 mRNA sowie eine Tendenz zu hoheren Proteinmengen von sFlt-1
beobachtet werden. In der Beurteilung der trophoblastaren Expressionsintensitat
konnten keine Unterschiede festgestellt werden. Die Analyse der Expression von
PIGF kam zu dem Ergebnis, dass zwischen Fallen und Kontrollen weder auf mRNA-,
Protein- noch trophoblastarer Expressionsebene Veranderungen bestehen. Fur frih
einsetzende Praeklampsie lasst sich auf der Grundlage dieser Ergebnisse die
Schlussfolgerung ziehen, dass das Binden von PIGF durch den in hoher
Konzentration vorhandenen antiangiogenen Faktor sFlt-1 ursachlich fur reduzierte
maternale Serumkonzentrationen ist. Fur frih einsetzende IUGR - als vorrangig
fetale Manifestation - konnten keine Veranderungen in den mutterlichen
Serumkonzentrationen von sFIt-1 beobachtet werden, indes lieR sich eine
signifikante Reduktion von PIGF sowie ein signifikant erhohter sFIt-1/PIGF Quotient
darstellen. Die plazentare Expressionsanalyse ergab flr IUGR lediglich einen
signifikanten Anstieg der absoluten sFIt-1 Proteinmenge, wahrend keine
Veranderungen von sFIt-1 mRNA beobachtet werden konnten. Analog zu frih
einsetzender PE war die Expression von PIGF auf mRNA-, Protein- und
trophoblastarer Expressionsebene unverandert. Mit insgesamt wenigen signifikanten
Veranderungen in der plazentaren Expression von sFlt-1 und keinen Veranderungen
von PIGF mussen, insbesondere im Fall von frih einsetzender IUGR, alternative
Quellen fur veranderte Serumkonzentrationen von angiogenen- und antiangiogenen
Faktoren identifiziert und in Betracht gezogen werden [5].

Als limitierenden Faktor dieser Studie sind die relativ kleinen Fallzahlen zu
bedenken, die Uberlegungen von Hoeller et al. sollten daher in der Zukunft in einem

grolReren Studienkollektiv Uberpruft werden. In weiteren Studien sollte neben
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plazentarem auch maternales Gewebe, wie beispielsweise Endothel oder
perivaskulares Fettgewebe analysiert werden.

In der Studie von Droege et al. wurde die Gute des Kryptor® Compact Plus System
fur sFlt-1 und PIGF beurteilt. Es konnten analog zu der Messung mittels Elecsys®
steigende mutterliche sFIt-1 Konzentrationen, sinkende PIGF Konzentrationen und
steigende Werte des sFIt-1/PIGF Quotienten im Verlauf einer unkomplizierten
Schwangerschaft beschrieben werden [3]. Dies ist kongruent mit den Ergebnissen
von Salahuddin et al. und Andersen et al. [33, 34]. Die bereits etablierten Cut-off
Werte zur Diagnose einer Praeklampsie mittels Roche Elecsys® immunoassay von
33, 38 und 85 zeigten fur die Messung mittels Kryptor® Compact Plus System bei
vergleichbarer Sensitivitat (33 und 38: 90.91%; 85: 87.88%) eine geringere Spezifitat
(33: 73.48%; 38: 75.76%; 85:88.64%). Ein Cut-off von 103 zeigte in der Fallgruppe
von PE+IUGR bei einer Sensitivitat von 84.78% eine Spezifitat von 93.41%, flr
isolierte PE bei einer Sensitivitat von 87.88% eine Spezifitat von 91.67 %. In der
Vergleichsstudie von Van Helden at al. konnte eine positive Korrelation zwischen
dem Elecsys® und Kryptor® assay beobachtet werden. Der vorgeschlagene Cut-off
Wert fur den sFit-1/PIGF Quotienten zur Diagnose von PE von 99 ist vergleichbar zu
dem von Droege et al. ermittelten optimalen Cut-off von 103 [35]. Insgesamt konnten
keine Unterschiede in der diagnostischen Qualitat von PE zwischen Kryptor® und

Elecsys® festgestellt werden.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass maternale PIGF Konzentrationen bei
friher PE und IUGR sowie bei spater PE reduziert sind. Fur diese Veranderungen
konnte kein Korrelat in der plazentaren Expression von PIGF gefunden werden.
Erhéhte mutterliche Serumkonzentrationen von sFlt-1 scheinen bei friiher und spater
PE die Hauptursache reduzierter PIGF Konzentrationen zu sein. Bei fruh
einsetzender IUGR sind weitere Studien notwendig, um eine mdgliche Beteiligung
mutterlicher Ursachen fur reduzierte PIGF Konzentrationen zu analysieren.

Die Anwendung des Kryptor® Compact Plus System stellt in der Diagnose von PE
oder PE+IUGR eine valide Alternative zu bereits etablierten Messsystemen dar,

hierbei sollte ein Cut-off des sFit-1/PIGF Quotienten von 103 gewahlt werden.
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16. Deutscher Gestose-Kongress der Arbeitsgemeinschaft
Schwangerschaftshochdruck und Gestose (AGSG) der Deutschen
Gesellschaft fur Gynakologie und Geburtshilfe (DGGG)
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6. Eidesstattliche Versicherung

,ich, Alice Holler, versichere an Eides statt durch meine eigenhandige Unterschrift,
dass ich die vorgelegte Dissertation mit dem Thema: ,Plazentare Expression von
sFIt-1 und PLGF bei frih einsetzender plazentarer Dysfunktion: Vergleich mit
gesunden Schwangeren® selbststandig und ohne nicht offengelegte Hilfe Dritter
verfasst und keine anderen als die angegebenen Quellen und Hilfsmittel genutzt
habe.

Alle Stellen, die wortlich oder dem Sinne nach auf Publikationen oder Vortragen
anderer Autoren beruhen, sind als solche in korrekter Zitierung (siehe ,Uniform
Requirements for Manuscripts (URM)“ des ICMJE -www.icmje.org) kenntlich gemacht.
Die Abschnitte zu Methodik (insbesondere praktische Arbeiten, Laborbestimmungen,
statistische Aufarbeitung) und Resultaten (insbesondere Abbildungen, Graphiken und
Tabellen) entsprechen den URM (s.0) und werden von mir verantwortet.

Meine Anteile an den ausgewahlten Publikationen entsprechen denen, die in der
untenstehenden gemeinsamen Erklarung mit dem/der Betreuer/in, angegeben sind.
Samtliche Publikationen, die aus dieser Dissertation hervorgegangen sind und bei
denen ich Autor bin, entsprechen den URM (s.0) und werden von mir verantwortet.
Die Bedeutung dieser eidesstattlichen Versicherung und die strafrechtlichen Folgen
einer unwahren eidesstattlichen Versicherung (§156,161 des Strafgesetzbuches)

sind mir bekannt und bewusst.”

Datum Unterschrift

56 von 57



7. Danksagungen

Herrn Professor Wolfgang Henrich danke ich fur die Moglichkeit an seiner Klinik

wissenschaftlich zu arbeiten.

Mein besonderer Dank gilt Herrn PD Dr. med. Stefan Verlohren fiir die Uberlassung
des Themas. Als Doktorvater hat er mich in den letzten Jahren mit gro3em
Engagement begleitet und mich stets mit seiner positiven Energie und Begeisterung
fur das Thema, sowie durch seine fachliche Expertise, Uber die Malen hinaus

gefordert und mich in meinem wissenschaftlichen Denken nachhaltig gepragt.

Der Arbeitsgruppe Praeklampsie der Charité-Universitatsmedizin Berlin danke ich flr
die durchgehend kollegiale Zusammenarbeit, bei der ich immer das Geflihl hatte,
mich auf die Unterstutzung der anderen verlassen zu konnen. Insbesondere danke
ich Frau Laura Ehrlich fur die hervorragende Teamarbeit der letzten Jahren, bei der

wir uns perfekt erganzt haben.

Ausdrucklich danken mochte ich auch Herrn Professor Berthold Huppertz fur die
Maoglichkeit, unter seiner Betreuung experimentell arbeiten zu dirfen, und fir die
stets sehr bereichernde, kritische Diskussion meiner Arbeit. Von ganzem Herzen
danke ich Frau Monika Siwetz fir die Uber die Mallen kompetente und

freundschaftliche Einarbeitung in die Immunhistochemie.

Meinen Freunden danke ich fur ihre emotionale Unterstlitzung und Bekraftigung

wahrend des gesamten Studiums, sowie wahrend der Anfertigung dieser Arbeit.

Meinen Eltern danke ich fur ihren standigen Rickhalt und das Vertrauen, das sie ihn

mich gelegt haben.

Zu guter Letzt danke ich meinem Mann David fir seine endlose Unterstitzung und

die fortwahrende Bekraftigung, meine Lebensziele zu verwirklichen.

57 von 57



