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Zusammenfassung 

Einleitung: Zur Senkung der neonatalen Morbidität und Mortalität durch Frühgeburtlichkeit 

wird die antenatale Steroidgabe mit Betamethason (BET) zwischen der 24+0 und 34+0 

Schwangerschaftswoche (SSW) empfohlen. Eine Ausweitung auf späte Frühgeburten nach 

der 34+0 SSW wird diskutiert. Allerdings gibt es Hinweise, dass insbesondere hohe Dosen 

antenatal verabreichter Glukokortikoide zu einer bleibenden Dysregulation der fetalen 

Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse (HPA-Achse) führen und somit 

Auswirkungen auf die Entwicklung von adulten Erkrankungen haben könnten. Bei der 

Transmission dieses Glukokortikoid-Effektes könnten die plazentaren 11β-

Hydroxysteroidhydrogenasen (11β-HSD) von Bedeutung sein. 

Methoden: An 86 mit einem antenatalen Zyklus BET (2x12 mg i.m. im Abstand von 24 

Stunden) behandelten Schwangeren wurden die Auswirkungen auf die neonatale und 

plazentare Anthropometrie sowie auf das neonatale Outcome (pH, APGAR) im Vergleich zu 

92 nach Gestationsalter gepaarten Kontrollen untersucht. Mittels ELISA wurden maternale 

und umbilikale ACTH- und Cortisolkonzentrationen bestimmt. Die plazentaren 11β-HSD1/2-

Proteinlevel wurden mittels Western Blot gemessen. Darüber hinaus wurde durch einen 

radioaktiven Assay die 11β-HSD2-Enzymaktivität analysiert. Untergruppen wurden nach 

Gestationsalter und Geschlecht getrennt untersucht. 

Ergebnisse: Bei weiblichen Reifgeborenen war der Kopfumfang nach BET-Behandlung 

verringert. In dieser Subgruppe war auch die plazentare 11β-HSD2-Proteinmenge und        -

Aktivität im Vergleich zur Kontrollgruppe reduziert. Bei männlichen mit BET-behandelten 

Frühgeborenen zeigten sich eine verringerte Körperlänge und erhöhte plazentare 11β-HSD2-

Proteinwerte. Es ließen sich keine signifikanten Veränderungen bei den plazentaren Maßen, 

den 11β-HSD1-Proteinmengen oder den venösen ACTH- und Cortisolkonzentrationen 

feststellen. 

Diskussion: Bereits ein antenataler Zyklus BET war mit geschlechtsspezifischen 

Veränderungen der 11β-HSD2-Proteinmenge und der neonatalen Anthropometrie assoziiert. 

Die verminderte 11β-HSD2-Proteinmenge und -Aktivität bei weiblichen Reifgeborenen 

könnte zu einer Dysregulation der fetalen HPA-Achse mit einem erhöhten Morbiditätsrisiko 

im Alter beitragen. Die potenziellen Konsequenzen einer erhöhten 11β-HSD2-Proteinmenge 

bei männlichen Neugeborenen sind unerforscht. Als mögliche Ursache der 

geschlechtsspezifischen BET-Effekte wird eine unterschiedliche epigenetische Regulation 

von 11β-HSD2 diskutiert. In Anbetracht dieser offenen Fragen und den potenziellen 

negativen Langzeitauswirkungen ist die aktuelle Diskussion um eine BET-Gabe nach der 

34+0 SSW mit Vorsicht zu führen.  
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Abstract 

Introduction: Antenatal administration of betamethasone (BET) is recommended between 

24+0 and 34+0 weeks of gestation (wks) to reduce neonatal morbidity and mortality in preterm 

birth. Because of the documented benefits, using antenatal glucocorticoid-treatment for late 

preterm birth after 34+0 wks is currently being considered. However, antenatal administration 

of BET could lead to a persisting dysregulation of the fetal hypothalamic-pituitary-adrenal axis 

(HPA axis) and affect morbidity risk in later life. The placental 11β-hydroxysteroid 

hydrogenases (11β-HSD) could play a decisive role in transmitting this BET effect. 

Methods: The effects of one antenatal BET cycle (2x12 mg i.m. in 24 h) on outcome 

parameters (pH, APGAR), neonatal and placental anthropometry were investigated in 86 

BET-exposed pregnancies and 92 gestational age-matched controls. Maternal and umbilical 

ACTH- and cortisol-levels were determined by ELISA. 11β-HSD1/2 protein levels were 

measured by Western blot and a radiometric conversion assay was used to examine 11β-

HSD2 enzyme activity. Subgroups were analyzed according to gestational age and 

prematurity.  

Results: Head circumference and placental 11β-HSD2 protein level and activity were 

reduced in BET-treated term born females. Preterm males treated with BET showed reduced 

body length and increased placental 11β-HSD2 protein levels. We found no differences in 

placental dimensions, 11β-HSD1 protein level or venous ACTH and cortisol levels between 

groups. 

Discussion: We observed sex-specific alterations of placental 11β-HSD2-levels and 

neonatal anthropometry after one antenatal cycle of BET. The reduced 11β-HSD2 protein 

amount and activity in term born females could contribute to a dysregulation of the fetal HPA 

axis with increased morbidity and mortality risk in later life. The consequences of increased 

11β-HSD2 protein levels in males are unknown. A potential mediator of this sex-specific BET-

effect could be the epigenetic regulation of 11β-HSD2. Considering the remaining gaps of 

knowledge and the potential long-term effects, the current discussion on antenatal BET-

treatment after 34+0 wks should be viewed with caution.  
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Manteltext 

Die Ergebnisse dieser Arbeit wurden in dem Artikel „Sex-specific and lasting effects of a 

single course of antenatal betamethasone treatment on human placental 11β-HSD2“ 

publiziert [1]. Dieser Manteltext dient zur Einordnung, Darstellung der Methodik und 

Diskussion der sich aus dieser Publikation ergebenden wissenschaftlichen Fragestellungen. 

1. Darstellung des Forschungsstandes 

1.1. Antenatale Steroidtherapie mit Betamethason 

Bei drohender Frühgeburt zwischen der 24+0 und 34+0 Schwangerschaftswoche (SSW) wird 

ein Zyklus Betamethason (BET) zur Lungenreifeinduktion und Prävention weiterer neonataler 

Komplikationen empfohlen [2]. Dieser therapeutische Ansatz ist auf Sir Graham Liggins 

zurückzuführen, der 1969 nach antenataler, maternaler Steroidgabe (ANS) im Tiermodell 

eine verbesserte Lungenfunktion frühgeborener Schafe demonstrierte und diese 1972 auch 

in einer randomisierten, kontrollierten Studie am Menschen nachweisen konnte [3, 4]. 

Glukokortikoide regen hierbei sowohl die vorzeitige Surfactant-Bildung, als auch eine Reifung 

der Lungenstruktur an [5]. Darüber hinaus senkt die ANS-Gabe nachweislich die 

Frühgeborenenmortalität und –morbidität und zählt daher zu den entscheidenden Schritten 

in der Etablierung der modernen Perinatalmedizin [6]. 2017 lag der entsprechende Anteil von 

Frauen, die bei drohender Frühgeburt eine ANS-Therapie erhalten haben, bei 4,5 % aller 

Geburten an der Charité [7]. Von allen Frühgeborenen, die 2017 vor der 34+0 SSW geboren 

wurden, hatten 72,1 % eine ANS-Therapie erhalten [7]. Aktuell wird eine Ausweitung der 

ANS-Gabe auf späte Frühgeburten nach der 34+0 SSW und andere Indikationsstellungen, 

wie Kaiserschnittenbindungen am Termin, in Betracht gezogen [8, 9].  

1.2. Das Konzept der fetalen Prägung 

Die Therapie mit ANS führte in mehreren Studien jedoch auch zu einer Reduktion von 

Geburtsgewicht, Kopfumfang und Körperlange, weshalb eine Glukokortikoidexposition des 

Fetus in der Schwangerschaft unter anderem als wichtiger Faktor der fetalen Prägung 

diskutiert wird [10-15]. Das Konzept der fetalen Prägung basiert hierbei auf Arbeiten von 

Günter Dörner und David Barker, die unabhängig voneinander die Hypothese aufgestellt 

haben, das bestimmte Faktoren des intrauterinen Milieus Einfluss auf die fetale Entwicklung 

und damit auf das Morbiditätsrisiko im späteren Leben haben [16, 17]. Die daraus entwickelte 

„Developmental Origins of Health and Disease“ (DOHAD)-Hypothese nimmt an, dass 

bestimmte Faktoren zu vulnerablen Zeitpunkten in der Schwangerschaft zu nachhaltiger 

Veränderung der fetalen Organe und endokrinen Achsen führen [18]. Bedingt durch die 
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Fehlanpassung an das extrauterine Milieu könnten diese Veränderungen nach der Geburt zu 

Erkrankungen im höheren Lebensalter beitragen [15, 19]. In diesem Zusammenhang werden 

Auswirkungen auf die Entwicklung kardiovaskulärer und stoffwechselbedingter 

Erkrankungen diskutiert [14, 19, 20]. 

1.3. Der Effekt der ANS-Gabe auf die fetale HPA-Achse 

Aufgrund der Schlüsselrolle der Hypophysen-Hypothalamus-Nebennierenrinden-Achse 

(HPA-Achse) in der Stressregulation wird diese als bedeutsame Endstrecke der fetalen 

Prägung gesehen [10, 13]. Eine persistierende HPA-Achsendysregulation könnte zur 

Ausprägung kardiologischer, metabolischer oder psychischer Erkrankung im adulten Leben 

führen [13, 15, 21]. 

Untersuchungen an reifen Neugeborenen weisen darauf hin, dass eine ANS-Gabe die 

Entwicklung der fetalen HPA-Achse beeinflussen könnte, allerdings mit kontroversen 

Ergebnissen. Davis et al. demonstrierten dabei bereits nach einem Zyklus BET im Speichel 

der Neugeborenen eine gesteigerte Cortisolantwort auf Stress, während Schäffer et al. in 

einem ähnlichen Kollektiv eine im Vergleich zu unbehandelten Kontrollen verminderte 

Cortisolantwort feststellten [22, 23]. Auch bei Grundschulkindern, die nach BET-Gabe reif 

geboren wurden, ließen sich im Vergleich zu Kontrollen sowohl ein flacheres Cortisol-

Tagesprofil als auch eine gesteigerte Cortisolantwort auf Stressoren nachweisen [24, 25] 

1.4. 11β-Hydroxysteroiddehydrogenasen und die Rolle der Plazenta 

Es gibt zahlreiche Theorien, wie die Gabe von ANS die fetale HPA-Achse modulieren und zu 

einer Wachstumsreduktion führen könnte [10, 15, 26]. Einen besonderen Stellenwert scheint 

hier die Rolle der Plazenta einzunehmen. So zeigten Jobe et al. in einer Schafsstudie, dass 

im Gegensatz zur maternalen Applikation von Glukokortikoiden bei einer fetalen Applikation 

weder die Lungenreifeinduktion noch eine Wachstumsreduktion eintreten, was auf eine 

Schlüsselfunktion der Plazenta bei der Vermittlung des ANS-Effektes hinweisen könnte [27]. 

Von besonderer Bedeutung ist dabei der plazentare Cortisolstoffwechsel, da er in die 

Entwicklung der fetalen HPA-Achse involviert ist. Die HPA-Achse bildet sich bereits in der 

Frühschwangerschaft, eine relevante fetale Cortisolproduktion beginnt jedoch erst um die 

22.-24. SSW [13]. Die ungestörte Entwicklung der fetalen HPA-Achse wird durch ein 

plazentares Enzym, die sogenannte 11β-Hydroxysteroiddehydrogenase Typ 2 (11β-HSD2), 

ermöglicht [13]. Dieses Enzym inaktiviert maternales Cortisol zu Cortison, sodass nur 10-20 

% des maternalen Cortisols über die Plazenta zum Fetus gelangen (Abbildung 1) [15]. Bei 

Störungen dieser plazentaren Barriere durch Mangel an 11β-HSD2 käme es 

dementsprechend zu einem Cortisolüberschuss im fetalen Kreislauf, der zu einer 
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Wachstumsreduktion sowie einer Suppression der fetalen Hypophyse und Nebennierenrinde 

führen würde [13, 28, 29].  

Als möglicher Gegenspieler der 11β-HSD2 gilt das zweite Enzym des plazentaren 

Cortisolstoffwechsels, die 11beta-Hydroxysteroiddehydrogenase Typ 1 (11β-HSD1), die die 

Reduktion von Cortison zu Cortisol katalysiert (Abbildung 1). Die hierbei entstehende lokale 

Erhöhung des Cortisolspiegels ist vermutlich bei der der fetalen Organreifung und endokrinen 

Einleitung des Geburtsmechanismus von Bedeutung [28]. 

1.5. Auswirkungen von BET auf den plazentaren Cortisolstoffwechsel 

Inwieweit BET oder die antenatale Gabe anderer Glukokortikoide eine Auswirkung auf den 

plazentaren Cortisolstoffwechsel haben, wurde bislang vor allem in tierexperimentellen 

Studien, mit zum Teil kontroversen Ergebnissen, untersucht [30-32]. Die Applikation von 

Dexamethason führte in-vitro an humanen plazentaren Trophoblasten zu einem Anstieg der 

11β-HSD2-mRNA-Menge und -Aktivität [33]. In-vivo ließ sich andererseits im Rahmen einer 

Studie zum Amnioninfektionssyndrom nach antenataler Gabe von BET keine Veränderung 

im 11β-HSD1- und 11β-HSD2-Proteinlevel der Frühgeborenen nachweisen [34].  

Allerdings fand in oben genannter Studie keine geschlechtsspezifische Analyse der 

möglichen BET-Effekte statt, obwohl es Hinweise für eine geschlechtsabhängige Anpassung 

der Plazenta an Veränderungen des intrauterinen Milieus gibt [35, 36]. So zeigte sich 

beispielsweise bei weiblichen Frühgeborenen, die weniger als 72h nach BET-Gabe geboren 

wurden, eine höhere plazentare 11β-HSD2-Aktivität als bei den Frühgeborenen der 

Abbildung 1. Die plazentare Cortisol-Barriere zwischen maternaler und fetaler HPA-
Achse. Nur 10-20 % des maternalen Cortisols passieren die Plazenta, der größte Teil 
wird durch die 11β-HSD2 in Cortison umgewandelt. Maternales Cortisol führt zur 
Ausschüttung von plazentarem CRH (pCRH), das über Stimulation der maternalen 
Hypophyse und Nebennierenrinde zu einer verstärkten Bildung von ACTH und Cortisol 
im Sinne einer positiven Feedbackschleife führt [15]. 
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männlichen Vergleichsgruppe [37]. Sandman et al. vermuten, dass intrauterine 

Veränderungen grundsätzlich bei weiblichen Feten zu einer rascheren Adaptation der 

Plazenta mit fetaler Wachstumsreduktion führen, um deren initiales Überleben zu sichern 

[36]. Diese frühe Anpassung könnte jedoch postnatal einen Überlebensnachteil darstellen 

und mit einem erhöhten Morbiditätsrisiko im späteren Leben einhergehen [36]. Bei 

männlichen Feten werden hingegen weniger adaptive Vorgänge der Plazenta beobachtet, 

um nach dem „Alles-oder-Nichts“-Prinzip ein ungehindertes fetales Wachstum zu sichern; 

allerdings um den Preis eines höheren fetalen Mortalitätsrisikos [36].  

Bei allen bisherigen Studien zur Auswirkung der ANS-Gabe auf den plazentaren 

Cortisolstoffwechsel fällt zudem der kurze Untersuchungszeitraum von wenigen Tagen 

zwischen Glukokortikoidgabe und Entbindung auf, obwohl in der Praxis die Mehrheit der 

Schwangeren nach mehr als 7 Tagen nach BET-Gabe entbindet und ungefähr ein Drittel 

sogar nach der 37+0 SSW [11].  

1.6. Fragestellung und Hypothese der Dissertation 

Trotz der Hinweise für eine fetale Prägung mit möglichen negativen Auswirkungen auf das 

fetale Wachstum, die HPA-Achse und die neurokognitive sowie psychische Entwicklung, wird 

eine Ausweitung der Indikation für die ANS-Gabe diskutiert [8, 10, 14, 15]. Die fetale Prägung 

durch ANS könnte durch Veränderungen des plazentaren Cortisolstoffwechsels vermittelt 

werden [28, 35, 38]. Ziel dieser Arbeit war es daher, den Einfluss eines einzelnen antenatalen 

Zyklus BET auf den plazentaren Cortisolstoffwechsel zu untersuchen. Aufgrund möglicher 

regionaler Unterschiede der Plazenta in Genexpression und Vaskularisation wurden dazu 

11β-HSD1- und 11β-HSD2-Proteinmengen aus peripheren und zentralen Plazentabiopsien 

bestimmt [39, 40]. Da etwa ein Drittel aller mit ANS behandelten Schwangeren nach der 37+0 

SSW entbinden, wurde hier insbesondere auf die Einbeziehung Reifgeborener Wert gelegt 

[11]. Die vorliegende Studienlage legt außerdem einen geschlechtsspezifischen Effekt nahe, 

sodass eine Subgruppenanalyse nach Geschlecht durchgeführt wurde [35].  

In dieser Arbeit wurde die Hypothese verfolgt, dass bereits ein einzelner antenataler 

maternaler Zyklus BET (2 x 12 mg i.m.) zur Reduktion der plazentaren 11β-HSD2-

Proteinmenge mit Anstieg des umbilikalen Cortisols und damit einhergehenden 

Wachstumsreduktion führt. Aufgrund der Theorie, dass Plazenten weiblicher Feten ein 

höheres Anpassungspotential an Veränderungen des intrauterinen Milieus aufweisen als 

Plazenten männlicher Feten, wurde eine stärkere Ausprägung der Effekte in Plazenten 

weiblicher Feten postuliert [35].  
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2. Methodik 

2.1. Studienkollektiv 

Die Durchführung dieser Studie wurde durch die Ethikkommission der Charité-

Universitätsmedizin Berlin genehmigt (EA2-149-07). Schwangere, die einen antenatalen 

Zyklus BET bei drohender Frühgeburt zwischen 23+6 und 34+0 SSW erhalten hatten (n=86), 

wurden prospektiv vor Entbindung auf den präpartalen Stationen der Klinik für 

Geburtsmedizin der Charité am Campus Virchow-Klinikum und am Campus Charité Mitte 

rekrutiert. Ein antenataler Zyklus wurde als zwei Gaben von 12 mg BET intramuskulär im 

Abstand von 24 Stunden definiert. Als Kontrollgruppe wurden nach 

Schwangerschaftswochen gepaarte, unbehandelte und gesunde Schwangere (n=92) 

ausgewählt, die vor Entbindung bei Eintritt in die Geburtsräume rekrutiert wurden.  

In die Studie eingeschlossen wurden nur Einlingsschwangerschaften mit einem vor BET-

Gabe sonographisch geschätzten fetalen Gewicht zwischen der 5. und 95. Perzentile und 

einem mütterlichen Alter zwischen 18 und 45 Jahren. Ausschlusskriterien waren vielfältig und 

betrafen mütterliche präexistente Erkrankungen, wie arteriellen Hypertonus, Diabetes 

mellitus, Schilddrüsenerkrankungen ohne euthyreote Stoffwechsellage sowie in der 

Schwangerschaft aufgetretene Hypertonie, Präeklampsie, Eklampsie und 

Gestationsdiabetes. Auch fetale Erkrankungen, wie Fehlbildungen, intrauterine 

Wachstumsrestriktion oder pathologische Doppler der Aa. uterinae führten zum 

Studienausschluss. Ebenfalls ausgeschlossen wurden alle Schwangeren, die andere 

Glukokortikoide als BET oder mehrere Zyklen BET erhalten hatten. Bei Einschluss in die 

Studie wurden alle Teilnehmer pseudonymisiert, sodass eine Zuordnung zur Kontroll- oder 

BET-Gruppe anhand der Studien-ID nicht möglich war.  

2.2. Datenerhebung 

Bei der Aufnahme in die Studie wurden der berechnete Entbindungstermin, der Zeitpunkt der 

BET-Gabe und die Eigen-, Medikamenten und Familienanamnese erhoben. Nach 

Entbindung wurde das Ergebnis der Nabelschnurblutgasanalyse, die APGAR-Werte, das 

Geburtsgewicht, der Kopfumfang und die Körperlänge des Kindes erfasst. 

2.3. Probengewinnung 

Um eine möglichst gute Vergleichbarkeit der Werte zu ermöglichen, erfolgte die mütterliche 

Blutentnahme unter der Geburt bei circa 5 cm Muttermundsweite in der Eröffnungsphase. 

Bei geplanten Kaiserschnittentbindungen wurde das Blut kurz vor Beginn der Operation 

abgenommen. Das umbilikale Blut wurde direkt nach der Geburt aus der abgenabelten 

Nabelschnur entnommen. Benutzt wurden hierzu handelsübliches Blutentnahmematerial und 
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10 ml EDTA-Röhrchen, die im Anschluss an die Entnahme für 10 Minuten bei 3500 g 

zentrifugiert wurden (Thermo Scientific Heraeus Labofuge 400, Fisher Scientific GmbH, 

Schwerte, Deutschland). Der Plasmabestandteil wurde aliqoutiert und bei -80 °C eingefroren. 

Die Plazenta inklusive Nabelschnur wurde gewogen und vermessen. Die Entnahme der 

Plazentaproben erfolgte mit Hilfe einer in 16 Sektoren eingeteilte Kreisschablone, 

randomisiert und systematisch, nach einem bereits etablierten Protokoll (Abbildung 2) [41, 

42]. Innerhalb eines Sektors wurden dabei zwei circa 1 cm³ große, die gesamte Dicke 

umfassende Plazentabiopsien aus jeweils zentraler und peripherer Lokalisation entnommen 

[39]. Je eine der Proben wurde zusammen mit der restlichen Plazenta an das Institut für 

Pathologie der Charité überstellt. Hier erfolgte die makroskopische und histologische 

Begutachtung, insbesondere hinsichtlich plazentarer Entzündungszeichen. Die zweite Probe 

wurde zunächst in flüssigem Stickstoff eingefroren und dann bei -80 °C gelagert. 

2.4. Messung der ACTH und Cortisolkonzentrationen mittels ELISA 

Die ACTH-Konzentration in den venösen maternalen und umbilikalen Plasmaproben wurde 

mittels eines nicht-kompetitiven ELISA (EIA-3647, DRG Instruments GmbH, Marburg, 

Deutschland) analysiert. Dieser Assay besteht aus einer mit Streptavidin beschichteten 

Miktrotitrierplatte, einem biotinylierten polyklonalen Ziegen-Antikörper gegen die C-terminale 

Region ACTH 34-39 und einem monoklonalen murinen Antikörper gegen die N-terminale 

Region ACTH 1-24, der mit Meerrettich-Peroxidase markiert ist. Die Bindung beider 

Antikörper führt nach einer Unterbrechung der Reaktion mittels saurer ELISA-Stopplösung 

zu einem Farbumschlag, dessen Farbintensität proportional zur ACTH-Konzentration ist. Um 

Messungen innerhalb der Standardreihe (7 pg/ml - 517 pg/ml) zu gewährleisten, wurden die 

Proben um den Faktor 2 verdünnt. Die ELISA-Platten wurden mittels FLUOStar Omega 

(BMG Labtech, Ortenberg, Deutschland) gemessen und ausgewertet.  

Zur Messung des Cortisol-Spiegels in venösen maternalen und umbilikalen Plasmaproben 

wurde ein kompetitiver ELISA (MS E-5000, Labor Diagnostika Nord GmbH & Co. KG, 

 
Abbildung 2. 16-Sektoren Plazentaschablone: Auflage auf die Plazenta 
und Entnahme einer peripheren (dunkelgrau) und zentralen (hellgrau) 
Probe aus einem randomisierten Sektor. 



 

Manteltext Methodik 11/48 

Nordhorn, Deutschland) verwendet. Dieser Assay besteht aus einer mit anti-Cortisol-

Antikörpern beschichteten Mikrotitrierplatte und löslichem Cortisol-Antigen. Je mehr Cortisol 

in einer Probe vorhanden ist, desto mehr bindet es an die plattengebundenen Antikörper und 

verhindert die Bindung des löslichen Cortisol-Antigens, das mit Meerrettich-Peroxidase 

markiert ist. Das nicht gebundene Cortisol-Antigen wird in einem Waschschritt entfernt. Nach 

Unterbrechung der enzymatischen Reaktion entspricht die Farbintensität umgekehrt 

proportional der Cortisol-Konzentration der Probe. Die Proben wurden vor Messung um den 

Faktor 6 vorverdünnt (Standardbereich 0,5 µg/dl – 60 µg/dl) und ebenfalls mittels FLUOStar 

Omega analysiert. 

2.5. Immunhistochemie zur Etablierung der 11β-HSD1 und 11β-HSD2-Antikörper 

Zur Überprüfung der Antigenspezifität der 11β-HSD1- und 11β-HSD2-Antikörper, die zur 

Proteinmessung im Western Blot eingesetzt werden sollten, wurden diese zunächst in der 

Immunhistochemie etabliert. Hierfür wurden 5 µm Plazenta-Paraffinschnitte entparaffiniert 

und dehydriert. Nach Antigendemaskierung wurden unspezifische Bindungsstellen durch 

Inkubation mit 10 % Kaninchenserum für 60 Minuten blockiert. Hiernach wurden die 

Paraffinschnitte mit polyklonalem Ziegen-Antikörper 11β-HSD1 (AP16309PU-N, Acris 

Antibodies, Inc, San Diego, USA) beziehungsweise mit polyklonalem Schaf-Antikörper 11β-

HSD2 (PC545, The Binding Site Group Ltd, Birmingham, UK) in einer Verdünnung von 1:250 

über Nacht inkubiert. Nach Inkubation mit sekundären Antikörpern und Färbung mit 

Diaminobenzidin zeigte sich ähnlich den Vorbefunden in der Literatur beim 11β-HSD1-

Antikörper eine Anfärbung von Synzytiotrophoblasten, extravillösem Trophoblasten und 

Gefäßendothel [34]. Der 11β-HSD2-Antikörper färbte vor allem Synzytiotrophoblasten sowie 

minimal das Gefäßendothel an [34]. 

2.6. Messung der 11β-HSD1- und 11β-HSD2-Proteinlevel mittels Western Blot 

Zur Proteinextraktion wurden 200 mg jeder Plazentaprobe mit einem Gewebehomogenisator 

(Tissuelyser, QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland) dreimal für 5 Minuten in 0,8 ml RIPA-

Lysepuffer homogenisiert. Die Proteinkonzentrationen der Lysate wurden anschließend mit 

dem Bradford-Test (500-0006, Bio-Rad Laboratories GmbH, München, Deutschland) 

bestimmt.  

Nach Beladung der Polyacrylamid-Gele mit jeweils 25 µl Probenflüssigkeit, wurden die 

Proteine in einer Western Blot-Kammer mittels Proteinelektrophorese getrennt (SDS-PAGE) 

und auf eine Trägermembran übertragen. Die Membranen wurden mit 5 % Pferdeserum für 

eine Stunde blockiert und dann mit dem 11β-HSD1-Antikörper in einer Verdünnung 1:1000 

in PBS-Tween über Nacht inkubiert. Danach erfolgte die Inkubation mit dem sekundären 
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Antikörper (horse anti-goat, 1:8000, PI-9500, Vector Laboratories, Inc., Burlingame, USA), 

der an Merrettich-Peroxidase gekoppelt ist. Nach Zugabe einer Chemilumineszenz-Substanz 

(SuperSignal West Pico PLUS Chemiluminescent Substrate, Thermo Fisher Scientific Inc., 

Waltham, USA) führt dieser zu einer detektierbaren Reaktion und ermöglicht die Analyse der 

11-β-HSD1 Banden (34 kDa) mittels ChemiDoc MP Imaging System (Bio-Rad Laboratories 

GmbH). Nach einigen Waschschritten wurden die Membranen über Nacht mit dem 11β-

HSD2-Antikörper in einer Verdünnung von 1:1000 in 5 % Magermilchpulver inkubiert. Nach 

Inkubation mit dem sekundären Antikörper (Donkey Anti-Sheep, 1:5000, Jackson 

ImmunoResearch Europe Ltd., Newmarket, UK), erfolgte die Messung der 11β-HSD2-Bande 

(42 kDa). Als Ladekontrolle und zur Eichung der Proteinkonzentration wurde die 

korrespondierende β-Actin-Bande gemessen.   

Jedes Gel enthielt zusätzlich eine Referenzprobe, die eine Anpassung an die Gel-

Eigenschaften ermöglichte. Die relativen optischen Dichteeinheiten (ROD) der Banden 

wurden mittels Image Lab Software (Bio-Rad Laboratories GmbH) analysiert. Das Ergebnis 

einer Probe ist der arithmetische Mittelwert der Dreifachmessung der Probe, in Relation zum 

jeweiligen β-Actin-Bandensignal und zur Referenzprobe. Der arithmetische Mittelwert aus 

den gemessenen peripheren und zentralen Proben wurde als durchschnittlicher Proteinwert 

definiert.  

Nach Inkubation mit dem 11β-HSD1-Antikörper zeigten sich neben der Zielbande bei 34kDa 

weitere unspezifischen Banden. Um die Spezifität des Antikörpers nachzuweisen, wurde der 

Antikörper mit dem korrespondierenden Blockierungspeptid inkubiert und dann auf die 

Membran gegeben. Als Kontrolle diente ein Ansatz ohne Blockierungspeptid. Hierbei ließ 

sich feststellen, dass der 11β-HSD1-Antikörper spezifisch die 34-kDa-Bande markiert und 

nach Inkubation mit dem Blockierungspeptid diese Bande nicht vorhanden ist (Abbildung 3). 

2.7. 11β-HSD2-Enzymaktivitätsmessung 

In Anbetracht der reduzierten peripheren 11β-HSD2-Proteinmenge in der Gruppe der 

                     
Abbildung 3. Spezifität des 11β-HSD1-Antikörpers (34-kDa-Bande, 
mit * markiert) auf Röntgenfilm belichtet: Links das Ergebnis des 
Ansatzes mit Blockierungspeptid (CP), rechts ohne. 
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weiblichen Reifgeborenen wurde zur Bestätigung in dieser Untergruppe (BET n=21, 

Kontrollen n=33) die Enzymaktivität gemessen. Als Methode wurde ein radioaktiver 

Konversionsassay ausgewählt, der auf der Messung der Konversionsrate von radioaktiv 

markiertem 3H-Cortisol zur 3H-Cortison beruht. Da die Methode in unserer Arbeitsgruppe 

noch nicht etabliert war, wurde, nach Korrespondenz mit deren Autoren, ein Protokoll in 

Anlehnung an bereits veröffentlichte Protokolle ausgearbeitet [43, 44].  

Hierzu wurden 500 mg einer Plazentaprobe in 1 ml Natriumphosphatpuffer (pH 7,4)  mit 1 g 

Keramik-Beads (Precellys 1,4 mm, VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland) 

mittels eines FastPrep24 Homogenisators (MP Biomedicals, LCC., Santa Ana, USA) dreimal 

für 30 Sekunden bei 6 m/s homogenisiert. Das Homogenisat wurde für 10 Minuten mit 4000 

g bei 4 °C zentrifugiert (Heraeus Biofuge Stratos Centrifuge, Thermo Fisher Scientific Inc.). 

Anschließend wurde der Überstand bei 105.000 g für 60 min bei 4 °C zentrifugiert (Sorvall 

Ultra Pro 80, Du Pont Company, Delaware, USA). Das resultierende Pellet wurde in 1 ml 

Natriumphosphatpuffer suspendiert und in Aliquots bei -80 °C gelagert. Zu 75 µg/ml Protein 

jeder Probe wurde 1 mM NAD, 5 µM nicht-radioaktivmarkiertes Cortisol und 0,3 µCi [1,2,6,7-

3H]-Cortisol (LOT 2077604, PerkinElmer, Inc, Boston, USA) hinzugeben und für 30 Minuten 

bei 37 °C im Wasserbad geschüttelt (Abbildung 4A). Die Reaktion wurde dann durch die 

Zugabe von 1,5 ml kaltem Ethylacetat zu jeder Probe unterbrochen. Nach dem Einfrieren der 

Proben für 15 Minuten bei -80 °C zur Trennung der Phasen, wurde die organische Phase in 

ein 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt und über Nacht in einem Vakuumkonzentrator (SC110 

Speedvac Konzentrator, Savant Instruments, Inc., Holbrook, USA) getrocknet (Abbildung 

4B/C). Zur besseren Visualisierung der Banden wurde 10µl 10 mM nicht-radioaktivmarkiertes 

Kortisol und 10 µl 10 mM Kortison zu den Proben gegeben. Dann wurden 25 µl der Probe 

 

Abbildung 4. Durchführung des 11β-HSD2-Aktivitätsassay: Reaktion im Wasserbad (A), 
Trennung der organischen Phase (B), Vakuumkonzentrator (C), 
Dünnschichtchromatographie (D), Visualisierung der Cortisol- und Cortisonbanden (E) und 
Abkratzen der Banden (F). 
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auf eine Dünnschichtchromatographieplatte aufgetragen und in einer 95:5 Mischung aus 

Chloroform und Ethanol chromatographiert (Abbildung 4D). Die Cortisol- und Cortisonbanden 

wurden mit 245 nm UV-Licht visualisiert und dann separat in Reaktionsgefäße mit 8 ml 

Szintillationsflüssigkeit eluiert (Insta Gel Plus, 6013391, PerkinElmer, Inc.; Abbildung 4E/F). 

Die Zerfallsrate der Cortison- und Cortisolanteile jeder Probe wurden pro Minute mittels 

einem Beta-Flüssigkeitsszintillationszähler (Wallac 1409, PerkinElmer, Inc.) gemessen.  

Die 11β-HSD2-Aktivität wurde als pmol Cortison pro mg Protein pro Stunde berechnet. Die 

Ergebnisse wurden als Verhältnis der 11β-HSD2-Aktivität zur entsprechenden 

Referenzprobe für das Experiment dargestellt, um für Variabilität zwischen Experimenten zu 

korrigieren. Alle Proben wurden in Triplikaten gemessen. Der Intra-Assay-Varianzkoeffizient 

betrug 10,92%, der Inter-Assay-Koeffizient 11,98%. 

Zur Optimierung des Assays wurden Vorversuche durchgeführt. Ein Ablauf der Reaktion im 

linearen Bereich der Reaktionszeit und der Proteinkonzentration wurde sichergestellt 

(Abbildung 5A/B). Zudem wurden die Sättigungskonzentrationen des NAD und des nicht-

radioaktiv markiertem Cortisol bestimmt (Abbildung 5C/D). Über die Transformation der 

Sättigungskurve des nicht-radioaktiv markierten Cortisols in ein Lineweaver-Burk-Diagramm 

wurde eine Michaelis-Menten-Konstante (Km) von 230,10 ± 30,39 nM (n=5) ermittelt 

(Abbildung 5E) [44]. Die Reaktion ließ sich durch Zugabe von 10 µM Carbenoxolon (C4790-

1G, Sigma-Aldrich, Saint-Louis, USA) hemmen, welches die gemessene Aktivität auf <1% 

reduzierte (n=6).  
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Abbildung 5. Optimierung des 11β-HSD2-Aktivitätsassays. Optimierung von Zeit (A), Proteinkonzentration 
(B), NAD-Konzentration (C) und Cortisolkonzentration (D). Beispiel eines Lineweaver-Burk-Diagramms (E) 
zur Bestimmung der Michaelis-Menten-Konstante. SF: Standardfehler des Mittelwertes aus der 
Dreifachmessung einer Probe. V: Reaktionsgeschwindigkeit. S: Substrat.  
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2.8. Statistik und Graphen 

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit der IBM SPSS Statistics Software Version 

21.0-24.0 (IBM Corp. Armonk, USA). Ein p-Wert kleiner 0,05 wurde als Evidenz für das 

Verwerfen der Nullhypothese betrachtet. Die Ergebnisse wurden als arithmetisches Mittel ± 

Standardfehler des Mittelwerts dargestellt. Die Graphen wurden mittels Graphpad Prism 

Version 6.00 für Windows (GraphPad Software, La Jolla California, USA) erstellt. 

Der primär zu untersuchende Zielparameter war der BET-Effekt, welcher nach Überprüfung 

auf Normalverteilung durch den Shapiro-Wilks-Test, mit Hilfe des Mann-Whitney U-Tests 

oder des Zweistichproben-t-Test analysiert wurde. Sekundär wurde zur Überprüfung 

eventueller Effekt-Modifikation die Analyse nach Aufteilung in Subgruppen nach Geschlecht 

und Frühgeburtlichkeit (< 37+0 SSW und ≥ 37+0 SSW) wiederholt. 

Die ACTH- und Cortisolkonzentrationen, die plazentaren 11β-HSD1- und 11β-HSD2-

Proteinlevel wurden sowohl auf den BET-Effekt als auch auf Geschlechtsunterschiede mittels 

Kruskal-Wallis-Test (K) oder eines einfachen Varianzanalysen-Modells (O) untersucht. Ein p-

Wert kleiner 0,05 führte zu einem Paarvergleich der Untergruppen mit dem Mann-Whitney U-

Test (U) oder dem Zweistichproben-t-Test (t), um den Unterschied zu lokalisieren. Das 

Signifikanzniveau dieser p-Werte wurde, zur Vermeidung einer Alphafehler-Kumulierung 

wegen des multiplen Testens, mittels der Holm-Bonferroni-Methode korrigiert.  

Alle Ergebnisse mit einem p-Wert kleiner 0,05 wurden durch eine Kovarianzanalyse 

(ANCOVA) auf potenzielle Konfounder wie Geburtsbeginn, maternale Gewichtszunahme, 

Gestationsalter in Tagen und plazentare Entzündungszeichen überprüft. Potenzielle 

Konfounder waren zuvor nach Untersuchung des Patientenkollektivs definiert worden. Neben 

den oben genannten statischen Methoden wurden hierbei auch der Chi-Quadrat-Test (χ) und 

der exakte Test nach Fisher (F) verwendet.  

3. Relevante Ergebnisse 

3.1. Studienkollektiv 

Das mittlere maternale Alter der Studienteilnehmer lag bei 29,3 ± 1,2 Jahren. 38,4% der 

Behandelten wurden nach der 37+0 SSW entbunden (Abbildung 6A). Zudem lagen bei 76,6% 

aller Frühgeburten mehr als 7 Tage Abstand zwischen BET-Gabe und der Entbindung 

(Abbildung 6B). Es gab keine signifikanten Unterschiede zwischen der BET-Gruppe und 

Kontrollen hinsichtlich Nikotinkonsum, Gravidität oder Parität. Bei Frühgeborenen war das 

Gestationsalter in der BET-Gruppe niedriger (243,5 ± 2,0 Tage vs. 222,5 ± 3,8 Tage, 

p=0,002ᵁ). Männliche Reifgeborene wurden häufiger durch einen primären Kaiserschnitt 

entbunden, wenn sie der Kontrollgruppe angehörten (23,1% vs. 4,3%, p=0,008χ). Bei 
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weiblichen mit BET behandelten Frühgeborenen war der Anteil der Plazenten mit 

Entzündungszeichen höher als bei Kontrollen (0,0% vs. 56,3%, p=0,046F).  

3.2. Neonatale Anthropometrie 

Das Geburtsgewicht der BET-Gruppe unterschied sich nicht von dem der Kontrollen. Auch 

bei männlichen Neugeborenen war das Geburtsgewicht nicht signifikant verändert (3125 ± 

71g vs. 2474 ± 125g; p=0,078U). Allerdings war die Körperlänge bei männlichen 

Frühgeborenen der BET-Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe reduziert (Abbildung 7B). 
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Abbildung 6. Neonatale Anthropometrie. Geburtsgewicht (A), Körperlänge (B), Kopfumfang (C) und 
Ponderal-Index (D) bei weiblichen und männlichen Neugeborenen aufgeteilt nach Frühgeburtlichkeit. Bei 
männlichen Frühgeborenen war die Körperlänge nach BET-Behandlung niedriger (*, p=0,039U). Weiblichen 
Reifgeborenen (≥ 37+0 SSW) zeigten in der BET-Gruppe eine Reduktion des Kopfumfangs (*, p=0,022U). 
SF: Standardfehler. n: Probenanzahl. 
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Abbildung 7. Kumulative Ansicht des Entbindungszeitpunktes in der BET-Gruppe (A) und 
kumulative Ansicht des Zeitraums von der BET-Gabe bis zur Entbindung bei Frühgeborenen 
(B). SSW: begonnene Schwangerschaftswoche. 
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Bei weiblichen Neugeborenen ließ sich in der BET-Gruppe eine Reduktion des Kopfumfangs 

um 7,9% (34,2 ± 0,22 cm vs. 31,5 ± 0,59 cm; p=0,017U) feststellen, welche vor allem die 

weiblichen Reifgeborenen betraf (Abbildung 7C). Im Hinblick auf den Ponderal-Index 

(Geburtsgewicht/Körperlänge3 x 100) fanden sich keine Veränderungen (Abbildung 7D).  

3.3. Umbilikale und maternale ACTH- und Cortisolkonzentrationen 

Ein Unterschied der maternalen venösen Cortisol- und ACTH-Konzentrationen zwischen mit 

BET Behandelten und Kontrollen ließ sich nicht feststellen. Auch die venösen ACTH-

Konzentrationen im Nabelschnurblut waren nach BET-Gabe unverändert. Bei weiblichen 

Frühgeborenen der BET-Gruppe tendierten die ACTH-Werte dabei niedriger zu sein. 

Allerdings war dieser Unterschied nicht statistisch signifikant (295,21 ± 78,8 pg/ml vs. 95,01 

± 39,85 pg/ml; p=0,055KU). Zudem gab es keine Unterschiede in der venösen 

Cortisolkonzentration im Nabelschnurblut; auch nicht in der Gruppe der weiblichen 

Frühgeborenen (18,22 ± 2,58 µg/dl vs. 39,86 ± 5,94 µg/dl; p=0,161Ot). 

3.4. Plazentarer Cortisolstoffwechsel 
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Abbildung 8. Plazentare 11β-HSD2-Proteinlevel von weiblichen und männlichen Neugeborenen. Während 
sich bei weiblichen Frühgeborenen (A) keine Unterschiede feststellen lassen, ist bei weiblichen 
Reifgeborenen (C) in der BET-Gruppe das periphere 11β-HSD2 erniedrigt (*, p=0,030KU). Bei männlichen 
Frühgeborenen (B) zeigten sich höhere zentrale 11β-HSD2-Werte in der BET-Gruppe (*, p=0,036KU). Kein 
Unterschied fand sich bei männlichen Reifgeborenen (D). ROD: relative optical density. SF: Standardfehler. 
n: Probenanzahl. 
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Die Menge an plazentarem 11β-HSD1-Protein unterschied sich nicht zwischen BET- und 

Kontrollgruppe. Weibliche, mit BET behandelte Neugeborene schienen dabei höhere 

zentrale 11β-HSD1-Proteinlevel zu haben, jedoch ohne statistische Signifikanz (0,82 ± 0,04 

vs.1,02 ± 0,05; p=0,076KU). 

Bei männlichen Neugeborenen der BET-Gruppe war die durchschnittliche 11β-HSD2-

Proteinmenge erhöht (0,77 ± 0,04 vs.1,04 ± 0,07; p=0,032KU). Zudem zeigten männliche 

Frühgeborene dieser Gruppe eine Erhöhung der zentralen 11β-HSD2-Proteinmenge 

(Abbildung 8B). Bei weiblichen Reifgeboren, die mit BET behandelt worden waren, fanden 

sich hingegen erniedrigte periphere 11β-HSD2-Proteinwerte (Abbildung 8C). Auch die 11β-

HSD2-Aktivitätsrate war in dieser Gruppe reduziert (1,77 ± 0,13 vs.1,24 ± 0,12; p=0,039U). 

Zwischen den Geschlechtern zeigte sich bei Reifgeborenen der BET-Gruppe eine niedrigere 

periphere 11β-HSD2-Proteinmenge der weiblichen im Vergleich zu männlichen Feten (0,56 

± 0,04 vs. 1,06 ± 0,13; p=0,004KU; Abbildung 8C/D), während sich zwischen den 

Geschlechtern in der Kontrollgruppe kein Unterschiede der 11β-HSD2-Proteinmenge zeigte.  

4. Klinische Relevanz und weiterführende Fragestellungen 

4.1. Geschlechterspezifität der Ergebnisse 

Im Gegensatz zu Johnstone et al., die keine Veränderung des plazentaren 11β-HSD2-

Proteins bei antenataler BET-Gabe im Vergleich zu Kontrollen feststellten, demonstriert diese 

Arbeit Veränderungen der plazentaren 11β-HSD2-Proteinmenge, deren Effektrichtung vom 

Geschlecht abhängig war [34]. Die Diskrepanz dieser Ergebnisse könnte durch die fehlende 

geschlechtsspezifische Analyse und der ausschließlichen Untersuchung von Frühgeborenen 

bei Johnstone et al. entstehen [34]. Für eine geschlechtsspezifische Reaktion auf die BET-

Gabe spricht außerdem, dass sich in der Kontrollgruppe dieser Arbeit die 11β-HSD2-

Proteinmenge zwischen weiblichen und männlichen Neugeborenen nicht unterschied. 

Die verminderten 11β-HSD2-Proteinlevel und -Aktivität bei reifgeborenen, mit BET 

behandelten Mädchen scheinen auf eine raschere Adaptation der weiblichen Plazenta und 

eine höhere Vulnerabilität weiblicher Feten für Stresssignale hinzuweisen [35, 36]. Bei einer 

reduzierten 11β-HSD2-Aktivität wäre eine vermehrte transplazentaren Passage von 

maternalen Cortisol mit Wachstumsretardierung und fetaler HPA-Achsen-Dysregulation zu 

erwarten, die zu einem erhöhten Risiko für Morbidität im späteren Leben führen könnte [13, 

15, 29]. Konkordant mit diesen Ergebnissen stellten Alexander et al. bei Grundschulkindern, 

die nach antenataler BET-Gabe reif geboren wurden, nur bei weiblichen Studienteilnehmern 

eine erhöhte Cortisolantwort auf Stress fest [24].  
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Welche Auswirkungen dahingegen die erhöhten 11β-HSD2-Proteinlevel bei männlichen 

Neugeborenen der BET-Gruppe auf den plazentaren Cortisolstoffwechsel haben könnten, ist 

bislang kaum untersucht, da sich bisherige Studien auf die Konsequenzen einer 11β-HSD2-

Reduktion konzentrieren [15, 38, 45]. Eine 11β-HSD2-Erhöhung könnte hierbei ein 

protektiver Faktor gegenüber einem maternalen Cortisolüberschuss darstellen und ein 

ungehindertes Wachstum der männlichen Feten trotz widrigen extrauterinen Umständen 

ermöglichen [36].  Dagegen spricht die reduzierte Körperlänge bei BET-exponierten 

Frühgeborenen. In einer Studie zu Depression in der Schwangerschaft war eine erhöhte 

Menge plazentarer 11β-HSD2-mRNA zudem mit dem Auftreten von Hyperaktivität im 

Kleinkindalter assoziiert [46]. 

Trotz der veränderten 11β-HSD2-Proteinlevel waren in dieser Arbeit bei beiden 

Geschlechtern keine Veränderungen des umbilikalen ACTH- oder Cortisolspiegels 

festzustellen. Dies könnte auf eine bereits stattgehabte Adaptation der fetalen HPA-Achse 

an eine vermehrte oder verminderte Passage von maternalen Cortisol hinweisen [47]. 

Andererseits werden Cortisol und ACTH peripartal durch eine Reihe von Faktoren wie 

Wehentätigkeit, Nüchternheit, Narkosemittel und Geburtsdauer beeinflusst, die den 

Nachweis eines möglichen BET-Effektes erschweren [48-50]. Zudem wird die Aussagekraft 

der Hormonmessungen dadurch limitiert, dass keine Messung von Basalraten durchgeführt 

und die zirkadiane Rhythmik nicht berücksichtigt werden konnte. Studien an mit ANS 

behandelten Neugeborenen zeigen jedoch, dass diese postpartal eine veränderte 

Cortisolantwort auf Stress im Vergleich zu Kontrollen haben, was die Theorie einer 

Dysregulation der fetalen HPA-Achse unterstützt [22, 23].  

4.2. Mechanismus des BET-Effektes 

In einer tierexperimentellen Studie zu maternaler Proteinrestriktion in der Schwangerschaft 

bei Schweinen zeigte sich bei weiblichen Ferkeln ebenfalls eine Reduktion der plazentaren 

11β-HSD2-Proteinlevel und -Aktivität, während bei männlichen Ferkeln die 11β-HSD2-

Aktivität erhöht war, sodass die geschlechtsspezifische Expression von 11β-HSD2 eine 

standardisierte Adaptationsmöglichkeit der Plazenta an Stressoren darstellen könnte [51].  

Bei der Regulation der plazentaren 11β-HSD2 spielen unter anderem Geschlechtshormone, 

Immunsignalwege, Hypoxie und die IGF-Achse eine Rolle [35, 52]. Da bei zahlreichen 

plazentaren Genen eine geschlechtsspezifische DNA-Methylierung beschrieben wurde, 

kommt als möglicher Mediator des BET-Effektes auch eine epigenetische Regulation von 

11β-HSD2 in Frage [35, 53]. Dafür sprechen Hinweise auf eine geschlechtsspezifische 

Methylierung von CpG-Inseln im Promoter des 11β-HSD2-Gens (HSD11B2) [54].  
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Auch die Bindung von SP-1, Egr-1 und NFκB an Transkriptionsfaktorbindungsstellen des 

renalen HSD11B2-Promoters zeigte in einem Rattenmodell für intrauterine 

Wachstumsrestriktion eine geschlechtsspezifische Ausprägung [55]. Der Transkriptionsfaktor 

SP-1, der die 11β-HSD2-Expression fördert, könnte an der Vermittlung des BET-Effektes auf 

die 11β-HSD2-Proteinlevel bei männlichen Neugeborenen beteiligt sein [53, 56]. Denn die 

Bindung von SP-1 an den HSD11B2-Promoter wird durch einen Signalweg ermöglicht, der 

durch das Hormon hCG ausgelöst wird [57]. In einer in vitro Studie an Synzytiotrophoblasten 

führte Cortisol zu einer vermehrte hCG-Sekretion und darüber zu einer Heraufregulation von 

11β-HSD2-mRNA [58].  

Als weitere mögliche Mediatoren werden die geschlechtsspezifische Regulation von 

Methyltransferasen, der maternalen Folsäureaufnahme und des Enzyms O-GlcNAc-

Transferase (OGT), welches x-chromosomal-gebunden Histonproteine modifiziert und die 

Aktivität der RNA Polymerase II beeinflusst, diskutiert [59-61]. Zur weiteren Aufklärung des 

BET-Effektes wären daher DNA-Methylierungsstudien am HSD11B2-Promoter und an 

Transkriptionsfaktorbindungsstellen nach BET-Gabe nötig.  

4.3. Ergebnisse bei Reifgeborenen 

Bisherige Studien konzentrierten sich auf die Untersuchung des Effektes von BET auf den 

plazentaren Cortisolstoffwechsel von Frühgeborenen [34, 37]. Wenig untersucht sind die 

Effekte der ANS-Gabe auf Reifgeborene, obwohl etwa ein Drittel der behandelten 

Schwangeren erst nach der 37+0 SSW entbindet [11].  

Daher haben die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bei den weiblichen Reifgeborenen, die 

durch das Fortbestehen der Schwangerschaft und die physiologische Lungenreifung nicht 

unmittelbar von der BET-Gabe profitieren, eine besondere klinische Relevanz [62]. Sie hatten 

im Vergleich zu den Kontrollen einen geringeren Kopfumfang und zeigten zudem erniedrigte 

plazentare periphere 11β-HSD2-Proteinlevel und -Aktivität. Der reduzierte Kopfumfang und 

die damit einhergehende Reduktion des Gehirnvolumens könnte dabei Einfluss auf die 

späteren kognitiven Fähigkeiten haben [63]. Auch hatten Grundschulkinder, die nach 

antenataler BET-Gabe reifgeboren waren, reduzierte Hirnrindenvolumina im anterioren 

cingulären Cortex, was mit affektiven Symptomen assoziiert war [64].  

Interessanterweise war die Reduktion des plazentaren 11β-HSD2-Proteins in den peripheren 

Anteilen der Plazenta nachweisbar, in denen die Sauerstoffkonzentration durch die geringere 

Vaskularisation der Plazenta niedriger ist [39]. Die hierdurch eher hypoxische Umgebung 

könnte den BET-Effekt auf 11β-HSD2 verstärken und unterstreicht die Bedeutung der 

Berücksichtigung des Entnahmeortes beim Studiendesign [43]. Aufgrund vorbeschriebener 

entgegengesetzter Regulationsmechanismen von 11β-HSD2 und 11β-HSD1 wurde in 
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diesem Kollektiv eine erhöhte Menge an 11β-HSD1-Protein erwartet, die Evidenz hierfür war 

jedoch gering [52]. Entwickelt sich durch die verminderte 11β-HSD2-Proteinmenge in der 

Schwangerschaft eine persistierende Dysregulation der HPA-Achse, so könnte 

möglicherweise das Risiko für Erkrankungen im späteren Leben erhöht sein, ohne dass 

Reifgeborene deutlich von der BET-Gabe profitiert hätten [8, 10, 15].  

Neben dem Fortbestehen der Schwangerschaft ist in dieser Arbeit der Zeitpunkt der BET-

Gabe an sich in der Mehrheit der Fälle nicht optimal. Durch den nachlassenden Effekt auf die 

Surfactantbildung ist ein erneuter Anstieg der neonatalen Morbidität und Mortalität bei einer 

Geburt mehr als 7 Tage nach ANS-Gabe zu erwarten [5, 65]. In Analogie mit unseren 

Ergebnissen werden aber die Mehrheit der Frühgeburten erst nach diesem Zeitraum 

entbunden [65]. Um die Rate der zu früh behandelten Neugeborenen zu vermindern, ist eine 

Strategie zur präziseren Einschätzung des Frühgeburtsrisikos unter Einbezug der Indikation 

für die ANS-Gabe und weiterer potentiell prädiktiver Parameter, wie Biomarker oder 

prognostischer Algorithmen, notwendig [66, 67]. 

4.4. Langzeitkomplikationen 

Allein aus den Ergebnissen dieser Arbeit lassen sich keine Aussagen über persistierende 

Langzeitveränderungen nach BET-Gabe ableiten. Hinweise auf eine bleibende HPA-Achsen-

Dysregulation nach ANS-Gabe geben Studien, die eine veränderte Cortisolantwort im 

Speichel von reifen Neugeborenen auf die Fersenblutentnahme zum Stoffwechseltest zeigen 

[22, 23]. Im Grundschulalter ließen sich zudem bei reifgeborenen Kindern nach ANS in der 

Schwangerschaft ein flacheres Cortisol-Tagesprofil, sowie, insbesondere bei Mädchen, eine 

gesteigerte Cortisolantwort auf Stressoren nachweisen [24, 25].  

Inwieweit die Veränderungen im Cortisolstoffwechsel nach ANS-Gabe das Risiko für 

Mortalität und Morbidität im späteren Leben erhöhen, ist jedoch weiterhin kaum untersucht. 

In der Kohorte der ältesten randomisierten, kontrollierten ANS-Studie (Auckland Steroid Trial) 

ließen sich bei den 30-jährigen Probanden im Vergleich zur Placebo-Gruppe zwar höhere 

morgendliche Cortisolkonzentrationen in der BET-Gruppe feststellen, diese waren jedoch 

nach Adjustierung auf Konfounder nicht mehr signifikant [21]. Allerdings war hier die 

Insulinkonzentration 30 Minuten nach Glukoseeinnahme bei exponierten Teilnehmern, 

insbesondere bei Frauen, höher als in der Placebogruppe. Dies könnte auf die Entwicklung 

einer Insulinresistenz hindeuten [21].  

Räikkönen et al. untersuchten eine Kohorte aus Kindern, deren Mütter in der 

Schwangerschaft vermehrt Lakritze konsumierten, dessen Bestandteil Glycyrrhizin die 11β-

HSD2 hemmt [45]. Im Grundschulalter zeigten diese Kinder Verhaltensauffälligkeiten und 
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Einschränkungen der kognitiven Leistung, sowie ein höhere Cortisolbasalrate und -

stressantwort als Kinder von Mütter ohne vermehrten Lakritzkonsum [45, 68].  

Dahingegen fanden Stutchfield et al. keine signifikant höhere Rate an 

Verhaltensauffälligkeiten bei reifgeborenen Kindern im Alter von 8-15 Jahren, deren Mütter 

BET vor einem geplanten Kaiserschnitt erhalten hatten (ASTECS-Trial) [69]. Allerdings 

ordneten Lehrkräfte die BET-exponierten Kinder bezüglich ihrer kognitiven Fähigkeiten 

signifikant häufiger im unteren Quartil ein als Kontrollen [69]. 

Die Nachverfolgung dieser Kohorten bis ins höhere Lebensalter könnte eine Antwort auf die 

Frage geben, inwieweit eine verminderte 11β-HSD2-Aktivität und HPA-

Achsenveränderungen in der Schwangerschaft zu einem erhöhten Risiko für spätere 

Morbidität führen. 

4.5. Limitationen 

Die geringe Anzahl an Frühgeborenen vor der 32+0 SSW in der Kontrollgruppe limitiert die 

Aussagekraft dieser Arbeit in der Subgruppe. Aufgrund der leitliniengerechten Therapie kam 

es nur selten zu einer Frühgeburt vor der 34+0 SSW ohne vorher erfolgte BET-Gabe, sodass 

das Gestationsalter in dieser Subgruppe inhomogen verteilt ist. Die Aussagekraft der 

Ergebnisse bei weiblichen Reifgeborenen ist jedoch hiervon nicht betroffen und war einer der 

Schwerpunkte dieser Arbeit.  

Ebenfalls aus ethischen Gründen war eine randomisierte Zuordnung der Studienteilnehmer 

nicht möglich. So wurden mit BET behandelte Schwangere weit vor der Geburt in die Studie 

eingeschlossen, Schwangere der Kontrollgruppe wurden dahingegen erst zu Geburtsbeginn 

rekrutiert, wodurch eine Verzerrung der Ergebnisse durch einen Selektionsbias beispielweise 

in Bezug auf sozioökonomische Faktoren nicht auszuschließen ist. Im Vordergrund stand 

hierbei das Matching der Studienteilnehmer in Hinsicht auf das Gestationsalter.  

Eine komplette Verblindung in Bezug auf die BET-Exposition war trotz Pseudonymisierung 

der Studienteilnehmer nicht möglich, da dieselben Personen für Teilnehmerrekrutierung und 

Versuchsdurchführung zuständig waren, sodass eine Verzerrung mittels systematischer 

Fehler möglich wäre. Zwischen der Rekrutierung und den Experimenten lag jedoch in allen 

Fällen mindestens ein Jahr und die Entschlüsselung der Pseudonymisierungsliste wurde erst 

zur statistischen Auswertung durchgeführt.  

Die Reduktion des 11β-HSD2-Proteins bei weiblichen Reifgeborenen könnte durch eine 

Inflammation der Plazenta hervor gerufen werden sein [34]. Jedoch unterschied sich die Rate 

der plazentaren Entzündungszeichen in dieser Subgruppe nicht. Ferner könnten die 

reduzierten 11β-HSD2-Proteinlevel auch durch maternalen Stress bei drohender Frühgeburt 

beeinflusst sein [70]. Erni et al. untersuchten jedoch bei reifgeborenen Zehnjährigen, deren 
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Mütter bei vorzeitiger Wehentätigkeit im zweiten Trimenon Tokolyse erhalten hatten, die 

Cortisolantwort auf Stress im Speichel. Hierbei stellten sie bei denjenigen, deren Mütter 

zusätzlich eine BET-Gabe erhalten hatten, eine höhere Stressantwort fest als bei alleiniger 

Tokolyse, was für einen unabhängigen BET-Effekt spricht [71]. Zudem würde man den 

größeren Konfoundereffekt durch maternalen Stress bei Frühgeborenen erwarten, jedoch 

waren die 11β-HSD2-Proteinlevel bei männlichen Frühgeborenen erhöht. 

4.6. Zusammenfassung und Schlussfolgerung 

Zusammenfassend beobachteten wir bereits nach einem antenatalen Zyklus BET eine 

geschlechtsspezifische Veränderung von 11β-HSD2-Proteinleveln und neonataler 

Anthropometrie. Die möglichen Konsequenzen einer erhöhten 11β-HSD2-Proteinmenge bei 

männlichen Neugeborenen sind noch nicht erforscht. Die verminderte 11β-HSD2-

Proteinmenge und -Aktivität bei weiblichen Reifgeborenen könnte zu einer vermehrten 

transplazentaren Passage von maternalem Cortisol mit Wachstumsreduktion und einer 

bleibenden Dysregulation der fetalen HPA-Achse führen, die ihrerseits wiederum 

Auswirkungen auf das adulte Mortalitäts- und Morbiditätsrisiko haben könnte [13, 15, 29]. 

Besonders bedenklich sind die Ergebnisse bei weiblichen reifen Neugeborenen, die aufgrund 

der zwischenzeitlich eingetretenen physiologischen Lungenreifung nicht unmittelbar von der 

ANS-Gabe profitieren [9, 62]. Eine Strategie zur präzisieren Einschätzung des 

Frühgeburtsrisikos und Optimierung des Zeitpunktes der BET-Gabe ist deswegen unbedingt 

erforderlich [66, 67]. Anhand dieser Arbeit lässt sich kein unmittelbarer kausaler 

Zusammenhang zwischen BET-Gabe und den in der Literatur beobachteten 

Langzeitveränderungen herstellen, genauso wenig sind mit der jetzeitigen Studienlage 

sichere Aussagen über persistierende Komplikationen möglich [10, 14, 45]. Um diese zu 

detektieren wäre eine konsequente Nachverfolgung der ANS-Kohorten bis ins höhere 

Lebensalter notwendig [21, 45].  

Zukünftige Forschung sollte sich ferner mit einer möglichen geschlechtsspezifischen 

epigenetischen Regulation von 11β-HSD2 durch ANS beschäftigen [26, 57]. Die Ergebnisse 

dieser Arbeit unterstützen zudem die Bedeutung von Geschlecht, Probenlokalisation und 

Gestationsalter bei der Durchführung von Studien an der Plazenta.   

Neben den Ergebnissen dieser Arbeit und den hier erörterten Fragen bezüglich des 

optimalen Zeitpunkts und möglicher Langzeitkomplikationen der BET-Gabe, gibt es auch 

bezüglich der Dosierung der ANS und der Präparatauswahl weiteren Diskussions- und 

Forschungsbedarf [72]. In Anbetracht dessen ist die aktuelle Diskussion um die Ausweitung 

der ANS-Gabe auf spätere Frühgeburten oder andere Indikationsstellungen, wie 

Kaiserschnittentbindungen am Termin, mit Vorsicht zu betrachten [62].   
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