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1. Zusammenfassung

1.1. Abstracts

1.1.1. Abstract Deutsch
Die Messung von soluble fms-like tyrosine kinase-1 (sFlt-1) und placental growth factor (PIGF)
ist mittlerweile in der klinischen Praxis der Diagnose und Prognose von Préeklampsie (PE) und
intrauteriner Wachstumsrestriktion (IUGR) angekommen.
Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Expression von sFlt-1 und PIGF in Plazenten von
Patientinnen mit PE und IUGR mit den Plazenten von gesunden Schwangeren zu vergleichen -
zum einen bei friher Gestation bis zur 34. SSW, zum anderen bei spater Gestation ab der
38. Schwangerschaftswoche (SSW). Zusétzlich wurde die diagnostische Genauigkeit des
Kryptor® assays charakterisiert.
Methodik: Fur die Studien wurden jeweils von 19 Schwangeren die Plazenten und Sera der
jeweiligen Gestationsalter gesammelt und auf RNA-Ebene mittels Polymerase-Kettenreaktion, auf
Proteinebene mittels Elecsys® assay und immunhistochemisch auf sFIt-1/FIt-1 und PIGF
untersucht. Zudem wurden 235 Serumproben von Schwangeren im dritten Trimester mit und ohne
PE mittels Kryptor® assay auf sFlt-1 und PIGF untersucht. Hier wurden Cut-Off-Werte ermittelt
und die diagnostische Genauigkeit bestimmt.
Ergebnisse: Es konnte gezeigt werden, dass sich das intraplazentare PIGF sowohl auf RNA- als
auch auf Proteinebene bei friher und bei spater plazentarer Dysfunktion nicht veréndert.
Allerdings zeigte sich beziiglich PIGF bei der spaten Praeklampsie eine vermehrte throphoblastére
Farbung. Die mit dem Kryptor® assay gemessenen Werte im Langsreferenzbereich zeigten die
gleichen sFIt-1- und PIGF-Konzentrationen, welche mit anderen Immunoassays gemessen
wurden. Beim Vergleich des sFlt-1/PIGF-Quotienten zwischen gesunden Schwangeren und mit
Préeklampsie vergesellschafteten Erkrankungen zeigt sich eine hohe diagnostische Genauigkeit.
Zusammenfassung: Verringerte maternale Serumkonzentrationen von PIGF lassen sich nicht auf
verminderte plazentare Expression zurlckfiihren und koénnten aufgrund von erhohten sFlt-1-
Konzentrationen erniedrigt sein. Das gilt fur die frihen, aber auch fir die spéten plazentaren
Dysfunktionen. Die klinische Performance des Kryptor® assays lasst sich mit der etablierter
Systeme vergleichen und stellt damit eine Alternative im klinischen Alltag dar.



1.1.2. Abstract Englisch
Measuring soluble fms-like tyrosine kinase-1 (sFlt-1) and placental growth factor (PIGF) is applied
in clinical routine for detection and progress of placental dysfunctions like preeclampsia (PE) or
intrauterine growth restriction (IUGR) in pregnant women.
The aim of this study was to compare the placental expression of sFlt-1 and PIGF in the maternal
serum of patients with PE and IUGR with healthy pregnancies, considering the early gestational
age before the 34th week of gestation and data from patients delivering after 38 weeks of gestation.
Additionally, the diagnostic accuracy of the Kryptor® assay was assessed.
Methods: Samples of placentas and serums from nineteen patients of respective gestational age
were analyzed using RT-gPCR (mRNA) and Elecsys® assay (protein) for expression of sFlt-1 and
PIGF. Immunohistochemistry and immunofluorescence staining of the placental samples were
performed to determine the expression and localization of sFlt-1 and PIGF (semiquantitative). In
addition, 235 serum samples of pregnant women in the third trimester with and without PE were
tested for sFlt-1 and PIGF using Kryptor® assay. Cut-off values and diagnostic accuracy were
identified.
Results: It could be seen that the placental PIGF is not altered on both RNA and protein levels in
early and late placental dysfunction. However, in the case of late preeclampsia, an increased PIGF
staining of villous trophoblast was found. The results measured with the Kryptor® assay showed
the same sFlt-1 and PIGF concentrations in the longitudinal reference range as other
immunoassays. When comparing the sFlt-1/PIGF ratio between healthy pregnant women and
preeclampsia, a high diagnostic accuracy has been observed.
Summary: Reduced maternal serum concentrations of PIGF cannot be attributed to decreased
placental expression. The reduced PIGF serum concentration may therefore be attributed to the
increased sFIt-1 concentration. This applies to the early- as well as to the late-onset placental
dysfunctions. The clinical performance of the Kryptor® assay is comparable to established

systems and thus presents an alternative in clinical practice.



1.2. Einleitung

In den Entwicklungslandern der Welt steigt die Muttersterblichkeit von 0,05% bei Frauen ohne
Préeklampsie auf 0,43% bei Frauen mit Praeklampsie [1]. Auch in entwickelten Landern sterben
noch 0,69% der Neugeborenen aufgrund von spéat aufgetretener Préeklampsie [2]. Damit hat diese
Multisystemerkrankung nicht an Aktualitat verloren. Die Praeklampsie ist ebenso wie die
intrauterine Wachstumsretardierung eine mogliche Folge einer plazentaren Dysfunktion, deren
Pathophysiologie bisher nicht geklart werden konnte [3]. Jedoch spricht zunehmend mehr fiir eine
Bedeutung von soluble fms-like kinase-1 (sFlt-1) und plazental growth factor (PIGF) bei der
Entstehung dieser plazentaren Stérungen [4] [5]. PIGF ist hierbei das plazentare Analog des
vascular endothelial growth factor (VEGF) und hat angiogene und entziindungsférdernde
Wirkungen [6]. Ein Produkt des Spleil3ens des VEGF-Rezeptors 1 (Flt-1) ist sFlt-1, ein Antagonist
von VEGF und PIGF. Der l6sliche Rezeptor sFlt-1 bindet zwar VEGF und PIGF, aber 16st keine
Signalkaskade aus [7]. Bei Patientinnen mit Préeklampsie treten erhohte sFlt-1-Werte bei
gleichzeitig verminderten PIGF-Werten im mutterlichen Serum auf [8]. Somit kann der
sFIt-1/PIGF-Quotient bei Praeklampsie in der klinischen Praxis diagnostisch und prognostisch
hilfreich sein [9]. Das Gleiche gilt fir Patientinnen mit [JUGR [10]. Der Effekt ist bei Patientinnen
mit PE und IUGR [11] und bei Erkrankungen vor der 34. SSW [12] stérker ausgeprégt.

Durch zahlreiche Studien wurden Cut-off-Werte zur Diagnose und Prognose der Praeklampsie mit
dem Immunoassay Elecsys® von Roche etabliert [13] [14] [15] und in den Klinischen Alltag
eingefuhrt [16].

Ziel der Studien von Holler et al. [17] und Ehrlich et al. [18] war es, den sFlt-1/PIGF-Quotienten
im maternalen Serum und dem plazentaren Gewebe zwischen gesunden Schwangeren,
Patientinnen mit PE und IUGR vor der 34. SSW [17] und nach der 38. SSW [18] zu vergleichen.
Zudem sollte in einer dritten Studie von Droge et al. [19] der Referenzbereich des Kryptor®
Immunoassay bei gesunden Schwangeren ermittelt und Cut-off-Werte und ihre Genauigkeit zur
Diagnose der PE berechnet werden.



1.3. Methodik

1.3.1. Definitionen

PE wird als neu aufgetretene Hypertonie und Proteinurie nach  mindestens
20 Schwangerschaftswochen (SSW) definiert. Eine Hypertonie wurde festgestellt, wenn der
Blutdruck mehr als zweimal innerhalb von drei Tagen tber 140 mmHg systolisch und 90 mmHg
diastolisch anstieg. Die Proteinurie definierte eine erhdhte Proteinausscheidung von tiber 300 mg
innerhalb eines Tages oder ein U-Stix mit 2 + oder hoher. Ein chronischer Hypertonus mit neu
aufgetretener Proteinurie wurde als Pfropf-PE definiert.

Das HELLP-Syndrom ist eine Kombination aus erhohten Transaminasen (mehr als zweifache
Erhohung der Referenzwerte), reduzierter Thrombozytenzahl (<100000/pl) und Hdmolysezeichen
(Laktatdehydrogenase mehr als verdoppelter Referenzbereich), Erhéhung des indirekten
Bilirubins (>1,2 mg/l) oder verminderte Haptoglobinkonzentration (<0,3/1).

IUGR, oder auch fetal growth restriction (FGR), wurde als ein erwartetes Geburtsgewicht unter
der 5. Perzentile mit einen neu aufgetreten Oligohydramnion (Fruchtwasser-Index unter der
10. Perzentile) oder einem Pulsatilitatsindex in der Arteria umbilicalis Uber der 95. Perzentile
definiert.

Die Kontrollgruppen bildeten Patienten, welche nicht unter PE oder IUGR litten.

1.3.2. Studienpopulation

Fur die Studien von Holler et al. [17] und Ehrlich et al. [18] wurden sechs bzw. sieben Plazenten
von Patientinnen mit PE, sieben bzw. sechs mit IUGR und sechs bzw. sieben von Patientinnen
ohne plazentare Dysfunktion mit einem Schwangerschaftsalter vor der 34. SSW [17] und nach der
38. SSW [18] gesammelt. Die Proben wurden zwischen Mérz 2013 und Oktober 2014 in der Klinik
fur Geburtsmedizin des Virchow Klinikums der Charité Universitdtsmedizin Berlin erhoben. Die
Studie von Droge et al. [19] verwendete zusatzlich Proben, welche von September 2007 bis Juni
2010 gesammelt wurden. In dieser Studie [19] wurden 235 Serumproben ausgewertet: 169 von
gesunden Schwangeren im ersten Studienarm und in einem zweiten Studienarm 46 Patientinnen
mit plazentarer Dysfunktion und 33 Patientinnen mit isolierter Préaeklampsie im Vergleich mit 167

bzw. 132 gesunden Schwangeren mit entsprechendem Schwangerschaftsalter.

1.3.3. Probensammlung
Die Ethikkommission genehmigte die Studien und jede Patientin unterzeichnete nach

ausfiihrlicher Aufklarung eine Einverstandniserklarung zur Teilnahme an der Studie. In allen
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Studien wurde den Patientinnen beim Erstkontakt, sowie peripartum, peripher vendses Blut
entnommen.

Fur die Studien von Hdéller et al. [17] und Ehrlich et al. [18] wurde zudem innerhalb von 30 min
postpartum plazentares Gewebe gesammelt, sowie, wenn mdglich, vendses Nabelschnurblut
entnommen. Die Plazenta wurde mit der schmalsten Stelle zwischen Chorda umbilicalis und
plazentarem Rand nach oben als geachtelter Kreis betrachtet. Fortlaufend von Sammlung zu
Sammlung wurden das jeweils folgende Achtel der Plazenta ausgewéhlt und aus diesem peripher,
mittig und zentral, sowie periumbilical (falls dies nicht mit einem anderen Ort zusammenfiel) je
eine groRere Probe (ca. 3 cm3) fur die immunohistochemische Analyse gesammelt und in Formalin
fixiert. Zudem wurden acht kleinere Proben (ca. 0,5 cm?®) pro Entnahmeort sofort in flissigem
Stickstoff flr die weitere Analyse mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR) und Enzyme-linked

Immunosorbent Assay (ELISA) schockgefrostet.

1.3.4. Analyse

Ein Teil des maternalen vendsen Blutes und der vendsen Nabelschnurblutproben wurden sofort
auf sFIt-1 und PIGF mittels der ELISAs Elecsys®sFIt-1 und Elecsys®PIGF (Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim, Deutschland) untersucht [17] [18]. Weitere 10 ml wurden mit 3500 x g fir
10 min zentrifugiert und das Plasma bei -80°C tiefgekuhlt, um spater mittels der Kryptor®
Immunoassays (Thermo Fisher Scientific, Henningsdorf, Deutschland) auf sFlt-1 und PIGF
untersucht zu werden [19].

Fur die Studien von Holler et al. [17] und Ehrlich et al. [18] wurde von einer zufalligen Probe pro
Entnahmeort (3-4 pro Plazenta) die vollstandige RNA mittels Qiagen RNeasy mini kit und
RNaseFree DNase set (Qiagen, Hilden, Deutschland) isoliert. Mit Hilfe des NanoDrop UV/VIS-
Spectrometer (PeqlLab, Erlangen, Deutschland) wurde die RNA-Menge quantifiziert und
anschlieBend wurden 10 bis 20 pg in cDNA mittels des HighCapacity cDNA Reverse
Transcription Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) transkribiert. Durch Verdiinnung
wurde eine Konzentration von 10 ng/ul erreicht. Die cDNA wurde zweifach mit Hilfe des Applied
Biosystems 7500/7500 Fast Real-Time PCR-System analysiert und 18S ribosomale RNA als
endogene Kontrolle genutzt. Die Primer wurden mit PrimerExpress 2.0 (Applied Biosystems)
designt.

Fur die Untersuchungen mittels ELISA wurden 0,1 bis 0,35 g einer zufélligen Probe pro Plazenta
in 500 pl Lysepuffer lysiert, mittels Precelly 24 (PeglLab) homogenisiert und bei 4°C und
12000 x g fir 11 min zentrifugiert. Die Proteinkonzentration im Uberstand wurde mit der

Proteinquantifikation nach Bradford ermittelt und auf 1ug/pl Protein verdinnt. Anschlie3end
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wurde die Konzentration von sFlt-1 und PIGF in der Proteinldsung mittels der ELISA Elecsys®
gemessen.

Fur die immunohistochemische Analyse wurden aus den in Paraffin eingebetteten Proben 4 um
Schnitte angefertigt, auf Objekttrager aufgebracht, entwachst und rehydriert. Es folgte das Erhitzen
in Citratpuffer (pH 6) bei 120°C flr 7 min zur Antigendemaskierung und der Transfer in 10% Tris
gepufferte Salzldsung mit 0,05% Tween 20 (TBS/T, Merck, Darmstadt, Deutschland). Die
Immunohistochemie wurde mit Hilfe des Lab Vision AutostainerTM (Thermo Scientific,
Waltham, MA, USA) durchgefiihrt. Endogene Peroxidasen wurden mit dem hydrogen peroxidase
block (UltraVision, Thermo Scientific) flir 10 min geblockt. Nach einem weiteren Waschgang mit
TBS/T und Proteinblock (Ultra Vision) fur 10 min wurden die Schnitte mit dem Priméarantikorper
gegen den C-Terminus von Flt-1 (0.33 pg/ml, rabbit poly-clonal anti-human, Acris Antibodies,
Herford, Deutschland) oder PIGF (2.47 ug/ml, rabbit poly-clonal anti-human, proteintech,
Manchester, GroRbritannien), welche in Antibody Diluent (Dako, Carpinteria, CA, USA) verdinnt
wurden, fir 45 min bei 20°C inkubiert. Nach dem Waschen mit TBS/T wurde das UltraVision
detection system horse radish peroxidase polymer kit benutzt. Die Visualisierung der positiven
Immunreaktion wurde durch Inkubation mit AEC chromogen single solution ftr 10 min erreicht.
AnschlieBend folgte die Gegenfiarbung der Schnitte mit Hamalaun und die Ubertragung auf
Kaisers Glycerin Gelatine. Die priméren Antikdrper wurden in negativen Kontrollen durch rabbit
IgG negative control antibody (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) ersetzt. Von
den verblindeten Proben wurden systematisch und zuféllig 20 Bilder mittels des Leica DM 6000B
microscope (Leica Mikrosysteme, Wetzlar, Deutschland) mit der Olympus DP 72 Kamera
(Olympus Scientific Solutions, Waltham, MA, USA) und der Visiomorph software (Visiopharm,
Hoersholm, Déanemark) aufgenommen. Je Probe wurde die Intensitat der Farbung des villosen
Trophoblasten auf acht Bildern mittels eines Punktgitters mit 16 mal 12 Punkten ermittelt. Jeder
Punkt wurde einer der folgenden Kategorien zugeordnet: stark geféarbter villéser Trophoblast
(+++), moderat gefarbter villoser Trophoblast (++), schwach geférbter villéser Trophoblast (+),
nicht gefarbter villoser Trophoblast (-), Stroma oder intervilléser Raum. Fiir jedes Bild wurde eine
Semiquantifikation durchgefuhrt. Die verschiedenen Intensitdten der trophoblastdren Farbung
wurden berechnet durch die Multiplikation der Anzahl der Punkte, welche in die jeweilige
Kategorie fielen, mit dem Quotienten aller trophoblastéaren Punkte im Bild durch die Anzahl der
Punkte im Bild (192).
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Die Demaskierung der Antikorper erfolgt wie zuvor beschrieben. Zum Waschen und zur
Verdinnung wurde 10% Phosphat gepufferte Salzlésung mit Tween 20 (PBS/T) verwendet. Nach
Blockung der Proteine mit Proteinblock (UltraVision) fir 5 min, wurden die Schnitte fir 45 min
bei 20°C mit den Primdrantikbrpern gegen Flt-1 (6.6 pg/ml) oder PIGF (2.47 pg/ml) in
Kombination mit CD34 (0.23 pg/ml, monoclonal mouse anti-human, DakoCytomation, Glostrup,
Dénemark) zur Farbung von Endothelien, CD163 (20 pg/ml, monoclonal mouse anti-human,
Thermo Scientific) zur ldentifikation von Hofbauerzellen oder Zytokeratin 7 (CK7) (1 pg/ml,
monoclonal mouse anti-human, Thermo Scientific) zur Visualisierung der Trophoblasten
inkubiert. Anschlielend folgte eine weitere Inkubation der Schnitte fir 30 min mit den
fluoreszierenden Sekundéarantikorpern goat anti-mouse (10 pg/ml, Alexa Fuorfi555 conjugate,
Thermo Scientific) und goat anti-rabbit (10 pug/ml, Alexa Fuorfi488 conjugate, Thermo Scientific).
Die Zellkerne wurden mit DAPI (2.5 pl/ml, Invitrogen, Thermo Scientific) fur 7 min gefarbt.

Nach wiederholten Waschungen wurden die Schnitte fir 20 min bei 20°C in einer Dunkelkammer
getrocknet und in ProLongGold Antifade Mountant (Lifetechnologies, Thermo Scientific)
ubertragen. Die Schnitte wurden fur 24 h bei 20°C und hiernach zur Langzeitaufbewahrung bei

4°C gelagert.

1.3.5. Statistik

Die Daten aller Studien wurden mit Hilfe des Kolmogorov-Smirnov-Tests auf Normalverteilung
untersucht. Die dargestellten Daten zeigen den Mean + SD bei stetigen Daten sowie die
Frequenzen und Prozentsatze bei kategorialen Daten.

Die Statistik der Studien von Hdéller et al. [17] und Ehrlich et al. [18] wurde mittels GraphPad
Prism 5 (GraphPad, La Jolla, CA, USA) analysiert. Hier wurden normalverteilte Daten mit dem
One-Way-ANOVA und Turkey- oder Dunetts-Posttest getestet. Alternativ wurde der Dunn’s Test

angewandt.



In der Studie von Droge et al. [19] wurde die Statistik mittels Statistical Package for Social
Sciences 22 (SPSS) durchgefihrt. Zusatzlich wurden hier der Median und die Interquartilen (1Q)
der Serenspiegel von sFlt-1, PIGF und dem sFlt-1/PIGF-Quotienten dargestellt. Im longitudinalen
Arm wurden die sFlt-1/PIGF-Level von gesunden Schwangeren in Perzentilen (5./10./50./90./95.)
dargestellt. Im zweiten Arm der Studie wurden Schwangere mit PE mit gesunden Schwangeren
gepaart. Flr jede Patientin des longitudinalen Arms wurde nur die letzte Probe der
Schwangerschaft zum Vergleich genutzt. Die Anzahl der Patientinnen in den Gruppen variiert
zwischen den Analysen, da die Gestationsalter unterschiedlich sind.

In dieser Studie wurde bei nicht normalverteilten, kategorialen Daten in beiden Analysen mit dem
exakten Fisher-Test analysiert. Kontinuierliche Daten wurden mit dem Mann-Whitney-Test
getestet. Um den Cut-Off-Wert fur den sFlt-1/PIGF-Quotienten fir PE und mit PE Kkorrelierende
Erkrankungen verglichen mit gesunden Schwangeren zu berechnen, wurde eine Receiver
Operating Curve (ROC) erstellt und die Area under the curve (AUC) ermittelt. Der Schnittpunkt
der maximalen Sensitivitat und Spezifitat wurde als Cut-Off-Wert definiert. Zudem wurden die
positive und negative Wahrscheinlichkeit bestimmt. Die P-Werte aller Tests waren zweiseitig und
p<0.005 wurde als statistische Signifikanz interpretiert. Die Konfidenzintervalle wurden auf 95%

festgelegt.
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1.4. Ergebnisse

1.4.1. sFlt-1 und Flt-1 in maternalem Serum und Plazenta

Im maternalen Serum wurde ein signifikanter Anstieg der sFlt-1-Konzentrationen bei Patientinnen
mit Praeklampsie verglichen mit denen gesunder Kontroll-Gruppen in allen 3 Studien festgestellt
[17] [18] [19]. Ehrlich et al. stellten dies bei Patientinnen mit spét einsetzender Praeklampsie
(Grafik 1A aus [18]) im Vergleich zu IUGR und gesunden Schwangeren des gleichen
Gestationsalters fest.

Auf RNA-Ebene konnte derselbe Effekt im Vergleich zwischen Patientinnen mit spéteinsetzender
Préaeklampsie mit Patientinnen mit spater IUGR und gesunden Schwangeren nachgewiesen
werden (Grafik 1B aus [18]). Die sFlt-1-RNA-Konzentation friiher Praeklampsien war hingegen
nur im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant erhéht [17].

Bei spateinsetzenden plazentaren Dysfunktionen konnte keine Signifikanz hinsichtlich der
Proteinkonzentration von sFIt-1 ermittelt werden, auch wenn die Proteinkonzentrationen von
sFIt-1 und FIt-1 bei préeklamptischen Plazenten mehr als zweifach erhéht waren (Grafik 1C
aus [18]). Vergleicht man die Proteinkonzentration von sFlt-1 bei friih einsetzender IUGR mit der
Kontrollgruppe, so lasst sich eine signifikante Erhéhung detektieren [17].

In der plazentaren Farbung zeigte eine unregelméBige Verteilung des Flt-1 im villsen
Trophoblasten der Plazenten aller Gruppen. Wahrend sich in kleinen fetalen Blutgefalen kein
Flt-1 fand, zeigte sich in einigen groReren fetalen Geféalien eine Kolokalisation. Bei Hofbauerzellen
hingegen konnte keine Kolokalisation nachgewiesen werden. Es gab einige uncharakterisierte
Stromazellen, welche Flt-1 exprimierten (Grafik 2 aus [18]).

In der semiquantitativen Auswertung der plazentaren Farbung mit dem Flt-1-Antikorper zeigten
sich eine gleichmaRige Farbung in allen Gruppen der spaten Kohorten ohne signifikante
Unterschiede in der Intensitat (Grafik 3 aus [18]). Die frilhe Kohorte von Holler et al. zeigte

dieselben Ergebnisse [17].

1.4.2. PIGF in maternalem Serum und Plazenta

Die Konzentration von PIGF im maternalen Serum war in der spaten Kohorte (Grafik 4A aus [18])
in den Kontrollgruppen signifikant im Vergleich mit den praeklamptischen Plazenten erhoht. Dies
konnten auch Holler et al. [17] und Drége et al. [19] ihren Studie nachweisen. Bei friih
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einsetzender plazentarer Dysfunktion zeigte sich zuséatzlich auch im Vergleich der Kontrollgruppe
mit der IUGR-Gruppe eine signifikante Erh6hung.

Betrachtet man hingegen die plazentaren RNA- und Protein-Konzentrationen von PIGF, so lassen
sich in der spaten Kohorte (Grafik 4B und C aus [18]) keine Unterschiede zwischen Kontroll-, PE-
und IUGR-Gruppe feststellen. Diesen Effekt zeigten auch Holler et al. in der friihen Kohorte [17].
Eine Kolokalisation zwischen Hofbauerzellen und PIGF konnte ausgeschlossen werden. Hingegen
lieR sich vereinzelt PIGF in Endothelzellen nachweisen. Die Lokalisation von PIGF in den
Plazenten zeigte eine schwache Kolokalisation zwischen PIGF und Trophoblastzellen. Diese war
in der PE- und IUGR-Gruppe stérker ausgeprégt, als in der Kontrollgruppe (Grafik 5 aus [18]).
Ahnliche Ergebnisse zeigten Holler et al. in der friihen Kohorte. Einzig zeigte sich dort kein PIGF
in den Endothelzellen [17].

Dieser Effekt liel sich auch in der semiquantitativen Analyse der Farbungen nachweisen (Grafik 6
aus [18]). Hier war die Intensitat der Farbung mit PIGF in der PE-Gruppe signifikant zur Intensitat
der PIGF-Férbung in der Kontrollgruppe erhoht (Grafik 6D aus [18]). Dieser Effekt zeigte sich

auch in der frihen Kohorte, hier allerdings ohne Signifikanz.

1.4.3. sFIt-1/PIGF in maternalem Serum und Plazenta

Die errechneten sFIt-1/PIGF-Quotienten zeigten eine signifikante Steigerung des Quotienten bei
Frauen mit PE im Vergleich zu gesunden Schwangeren. In der frihen Kohorte lasst sich dies
zusatzlich auch zwischen Frauen mit IUGR und gesunden Schwangeren beschreiben [17].

Auch Droge et al. [19] zeigten in beiden Studienarmen eine signifikante Erhohung des
sFlt-1/PIGF-Quotienten sowohl in der PE-Gruppe als auch in der Gruppe mit plazentaren
Dysfunktionen zu den jeweiligen Kontroll-Gruppen.

Auch auf plazentarer RNA-Ebene war der sFIt-1/PIGF-Quotient in beiden PE-Gruppen signifikant
zu den Kontroll-Gruppen erhoht. In der spaten Kohorte hat zudem die PE-Gruppe auch einen
signifikant erhohten sFIt-1/PIGF-Quotienten im Vergleich zur IUGR-Gruppe (Grafik 7B aus [18]).
Betrachtet man die Proteinkonzentration des sFlt-1/PIGF-Quotienten zeigte sie &hnliche

Tendenzen in beiden Studien, allerdings ohne Signifikanz (Grafik 7C aus [18]).

1.4.4. Referenzwerte der sFlt-1/PIGF-Werte bei gesunden Schwangeren

Die maternalen sFIt-1-Werte waren relativ stabil bis zur 33. Schwangerschaftswoche
(50. Perzentile zwischen 1028 und 1501) und stiegen dann an (50. Perzentile bis 3255 nach der
37. SSW). PIGF hingegen sank nach anfanglichem Anstieg im mutterlichen Serum ab der 29. SSW
wieder ab, woraus sich ein Anstieg des sFIt-1/PIGF-Quotienten ab der 29.-33. SSW ergab. Daraus
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folgend stieg der Median des sFlt-1/PIGF-Quotienten von 4,6 ab der 20.SSW auf 33,5 nach der
37. SSW bei gesunden Schwangeren (Tabelle 1 aus [19]).

1.4.5. Ergebnisse der ROC Kurve, sowie Definition von Cut-Off-Werten

Droge et al. [19] erstellten eine ROC-Kurve zur Bestimmung von Cut-off-Werten fiir die Diagnose
der PE beziehungsweise fur mit PE verwandten Krankheiten. Diese ROC-Analyse ergab eine AUC
von 0,917 bei der Analyse des sFIt-1/PIGF Quotienten zwischen Kontrollen und PE verwandten
Krankheiten. Verglich man die Werte der Kontrollpatientinnen mit nur an PE erkrankten
Patientinnen, so erhielt man eine AUC von 0,9109.

Daraus wurde der optimale Cut-Off-Wert der Messung mit dem Kryptor® assay fur beide Gruppen
ermittelt. Er betragt in beiden Gruppen 103 und weist eine Spezifitdt von 93,41% und eine
Sensitivitat von 84,78% bei den PE verwandten Erkrankungen auf. Bei der reinen PE hingegen
betrégt die Spezifitat 91,67% und die Sensitivitat 87,88% (Tabelle 3 aus [19]).
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1.5. Diskussion

Ziel der Studien von Holler et al. [17] und Ehrlich et al. [18] war der Vergleich der maternalen
und plazentaren Konzentrationen von sFlt-1 und PIGF zwischen zwei unterschiedlichen Gruppen
der plazentaren Dysfunktion, zum einen bei Patientinnen mit Praeklampsie und zum anderen bei
Patientinnen mit IUGR, mit einer Kontrollgruppe. Wahrend sich die Studie von Holler et al. [17]
mit Patientinnen mit Entbindungszeitpunkt unter 34. SSW beschaftigte, ermittelte die Studie von
Ehrlich et al. [18] diese Werte bei Patientinnen, die nach der 38. SSW entbunden haben.

In diesen beiden Studien wurden die sFlt-1- und PIGF-Messungen mittels dem Elecsys® assay
durchgefihrt. Ziel der Studie von Droge et al. [19] war es Referenzwerte fur einen anderen Assay,
den Immunoassay Kryptor®, zu ermitteln und damit eine weitere Méglichkeit der Diagnostik zur
Verfligung zu stellen.

Zahlreiche Studien unserer und anderer Arbeitsgruppen zeigen die diagnostische oder
prognostische Bedeutung der Messung des sFlt-1/PIGF-Quotienten im maternalen Serum fiir
Préaeklampsie ([8] [12] [20] [21] [22]). Auch die Studien von Hdoller et al. [17] und
Ehrlich et al. [18] konnten nachweisen, dass der sFlt-1/PIGF-Quotient im maternalen Serum bei
Préeklampsie sowohl vor der 34. SSW als auch nach der 38. SSW signifikant erhoht ist. Die Studie
von Droge et al. [19] hingegen hat den Verlauf von sFlt-1 und PIGF ab der 20. SSW sowohl bei
gesunden Schwangeren als auch bei Patientinnen mit Praeklampsie mit Hilfe des Kryptor® assays
ermittelt.

Es zeigten sich bei gesunden Schwangeren steigendende Konzentrationen von sFlt-1 und
sFIt-1/PIGF und fallende Konzentrationen von PIGF im Verlauf der Schwangerschaft, wie bereits
in der Literatur beschrieben [23]. Die medianen Konzentrationen der mittels Kryptor® assay
ermittelten Faktoren sind denen der Studien von Salahuddin et al. [24] und Andersen et al. [25]
ahnlich. Diese Studiengruppen betrachteten auch sFlt-1- und PIGF-Werte von an PE erkrankten
Frauen. Ein Vergleich gestaltet sich schwieriger, da die von Drdge et al. ermittelten sFlt-1- und
PIGF-Werte sich zwar mit denen von Salahuddin et al. vor der 34. SSW decken, allerdings der
sFIt-1/PIGF-Quotient nach der 34. SSW von an PE erkrankten Frauen hier Kkleiner ist. Eine
maogliche Ursache ist die unterschiedliche Zusammensetzung der Fallgruppen: Salahuddin et al.
schloss nicht nur PE erkrankte Schwangere, sondern auch solche mit anderen hypertensiven
Erkrankungen der Schwangerschaft ein. Allerdings unterscheiden sich die ermittelten medianen
Werte von sFIt-1 und PIGF von Frauen mit Praeklampsie auch von denen, welche in unserer
Arbeitsgruppe mit dem Elecsys® assay gemessen wurden [12]. Dies zeigt, dass die bekannten Cut-

off-Werte von 85 bzw. die verschiedenen Cut-off-Bereiche von 33-85 bei friih einsetzender PE
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und 33-110 bei spét einsetzender PE des Elecsys® assays [14], nicht einfach auf den Kryptor®
assay Ubernommen werden konnen. Daher folgte die Bestimmung eines Cut-off-Wertes fiir den
Kryptor® assay und eine Einschatzung der Genauigkeit. Unsere AUC betragt 0,919, was fir eine
Genauigkeit spricht, die mit der des Elecsys® assays zu vergleichen ist. Auch die Sensitivitat und
Spezifitat sind der einer Messung mit dem Elecsys® assay dhnlich. Beim von Droge et al.
ermittelten Cut-off von 103 fur den Kryptor® assay, betragt die Sensitivitat 88% und die Spezifitat
92%. Dies ist vergleichbar mit der Sensitivitat von 75,9% und einer Spezifitat von 95,5%, welche
der Elecsys® assay bei einem Cut-off von 85 hat. Einen direkten Vergleich des Kryptor® und
Elecsys® assays fiuhrten Van Helden et al. durch. Sie publizierten einen Cut-off von 99 des
Kryptor® assays mit einer Sensitivitdt 92% von und einer Spezifitdit von 100% [26]. In
Zusammenschau der Ergebnisse von Droge et al. und der Literatur kann kein qualitativer
Unterschiede zwischen den beiden Tests bei der Detektion von sFlt-1 und PIGF im Serum zur
Diagnostik von PE oder dhnlichen Erkrankungen festgestellt werden.

Auf plazentarer Ebene konnten erhohte mRNA-Konzentrationen von sFlt-1 in Plazenten von
Préaeklampsie-Patientinnen sowohl vor der 34. SSW [17] als auch nach der 38. SSW [18]
nachgewiesen werden. Dies entspricht der Studienlage [4] [27] [28] [29]. Wahrend Ehrlich et al.
zeigten, dass bei den spéter gebarenden Praeklampsie-Patientinnen die sFlt-1-Konzentration auch
in Vergleich zu Patientinnen mit IUGR signifikant erhoht ist [18], konnten Holler et al. diesen
Effekt vor der 34. SSW nicht nachweisen [17]. Tsatsaris et al. zeigt ahnliche Ergebnisse.
Allerdings wies diese Studie auch eine signifikante Erhohung der plazentaren sFlt-1-mRNA-
Konzentration bei Patientinnen mit IUGR im Vergleich zur Kontrollgruppe auf [28].

Shibata et al. wies eine signifikante Erhohung der sFlt-1-Proteinkonzentration bei IUGR-
Plazenten im Vergleich zu Plazenten von Praeklampsie-Patientinnen nach [27]. Dies steht im
Gegensatz zu den Ergebnissen der Kohorte von Héller et al.. Die sFlt-1-Proteinkonzentration bei
IUGR-Patientinnen war vor der 34. SSW im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant erhéht [17].
Hingegen war bei Plazenten, die nach der 38. SSW geboren wurden, nur eine leichte Erhéhung
der sFlt-1-Proteinkonzentration im Vergleich zur Kontroll- und IUGR-Gruppe zu sehen [18].
Rolfo et al. [30] und Shibata et al. [27] konnten dies signifikant nachweisen.

Der Vergleich der immunhistochemischen Ergebnisse gestaltet sich schwieriger. Es gibt bisher
keinen Standard zur semiquantitativen Auswertung immunhistochemischer Bilder. Die Flt-1-
Expression war sowohl innerhalb einer Plazenta, als auch zwischen den Plazenten durchgehend
inhomogen. Dieser Effekt zeigte sich sowohl bei vor der 34. SSW geborenen [17], als auch bei
Plazenten von Patientinnen, die nach der 38. SSW entbunden haben [18], in jeweils allen

3 Gruppen. Innerhalb der jeweiligen Studie konnte zwischen den Gruppen keine Unterschiede
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detektiert werden. Andere Studien wiesen eine verstarkte Flt-1-Farbung der praeklamptischen
Plazenten nach [31] [32] [33]. Allerdings spezifizierten Gu et al. und Rajakumar et al. nicht das
Gestationsalter ihrer Plazenten und zusatzlich wies Rajakumar et al., im Gegensatz zu den hier
vorgestellten Studien, neben Flt-1 auch sFIt-1 nach. Die Studiengruppe analysierte zudem auch
die Syncialknoten, wahrend sich unsere Arbeitsgruppe auf den villésen Trophoblasten beschrankte
[32]. Auch Helske et al. analysierten die Flt-1-Expression in der kompletten Plazenta und
verglichen zudem Plazenten von Patientinnen mit friih einsetzender Praeklampsie mit gesunden
Plazenten nach der 38. SSW [33].

Als zweiter Faktor wurde PIGF in der Plazenta untersucht. Sowohl auf mRNA- als auch
Proteinebene wurde festgestellt, dass es keine signifikanten Unterschiede in der Konzentration von
PIGF zwischen den drei Vergleichsgruppen vor der 34. SSW [17] wie auch nach der 38. SSW [18]
gibt. In der Literatur finden sich viele verschiedene Ergebnisse zur Expression von PIGF in der
Plazenta. Tsatsaris et al. [28] und Bersinger et al. [34] stitzen auf mMRNA-Ebene die Ergebnisse
der Studien und zeigen keine Unterschiede zwischen Plazenten von Patientinnen mit
Préaeklampsie-, IUGR- oder Kontrollplazenten. Andraweera et al. [35] hingegen beschrieb eine
verminderte plazentare PIGF-mRNA-Expression bei praeklamptischen Plazenten.

Wiéhrend Bersinger et al. [34] auch auf Proteinebene keine signifikanten Veranderungen in der
PIGF-Konzentration von Praeklampsie-Patientinnen sehen, beschrieben Shibata et al. [27] und
Weed et al. [36] eine erniedrigte PIGF-Proteinkonzentration in diesen Plazenten.

In gesunden Plazenten befindet sich das PIGF vor allem im Stroma, wie in den Studien von
Ehrlich et al. [18] und Holler et al. [17] beschrieben. Insbesondere bei Plazenten, die nach der
38. SSW geboren wurden und von praeklamptischen Patientinnen stammen, konnte eine hohere
Expression von PIGF im villésen Trophoblasten im Vergleich zu Kontrollplazenten gleichen
Gestationsalters nachgewiesen werden. Die Tendenz ist aber auch bei vor der 34. SSW geborenen
praeklamptischen Plazenten, sowie bei Plazenten von IUGR-Patientinnen zu sehen. Diese
Ergebnisse widersprechen sich mit denen von Gu et al. [31], welche publizierten, dass PIGF in
praeklamptischen Plazenten vermindert exprimiert wird. Allerdings beobachtete die
Studiengruppe ihre immunohistochemischen Ergebnisse nur qualitativ und nicht semi-quantitativ.
Zusammengefasst wurde eine Zunahme der maternalen Serum sFIt-1-Konzentration bei
gleichzeitiger Zunahme der plazentaren sFlt-1-RNA-Konzentration bei Schwangeren mit
Préeklampsie im Vergleich zu gesunden Schwangeren festgestellt. Hingegen wichen die Werte bei
Patientinnen mit IUGR kaum von denen der Kontrollgruppe ab.

Betrachtet man die plazentaren PIGF-RNA- und Protein-Konzentrationen von Patientinnen mit

plazentarer Dysfunktion, so unterscheiden sie sich nicht von denen gesunder Schwangerer.
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Dennoch kam es, besonders bei préeklamptischen Plazenten, die nach der 38. SSW geboren
wurden, zu einer intensiveren PIGF-Férbung in villésen Trophoblasten. Und das obwohl sich im
maternalen Serum bei Frauen mit plazentarer Dysfunktion weniger PIGF befindet.

Daraus folgt, dass die bei plazentarer Dysfunktion verringerten maternalen Serumkonzentrationen
von PIGF nicht auf verminderte plazentare Expression zuriickgefiihrt werden konnen.
Maoglicherweise liegt der Erniedrigung der PIGF-Konzentration im Serum also eine erhohte
sFlt-1-Konzentrationen in Serum zu Grunde.

Zudem konnten Droge et al. zeigen, dass die Genauigkeit und des Kryptor® assays sich mit der
des etablierten Elecsys® assays vergleichen l&sst. Durch Ermittlung eines testspezifischen Cut-

off-Wertes lasst sich der Kryptor® assay gleichwertig im klinischen Alltag einsetzen.
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Mein Lebenslauf wird aus datenschutzrechtlichen Griinden in der elektronischen Version meiner
Arbeit nicht veroffentlicht.
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