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Zusammenfassung

Zu den haufigsten Todesursachen von Erwachsenen in Industrielandern gehdren
kardiovaskulare Erkrankungen. Die Ausl6ser fur Letztere sind multifaktoriell. Zu den
wichtigsten Risikofaktoren gehoren Diabetes, Ubergewicht und arterielle Hypertonie.
Die Urspringe dieser Erkrankungen koénnen schon vor unserer Geburt
.einprogrammiert® sein. Die Hypothese der fetalen Programmierung besagt, dass sich
der in der Entwicklung befindliche Embryo/Fetus an unglnstige intrauterine
Bedingungen mittels  Adaptationsmechanismen anpassen kann. Solche
Adaptionsmechanismen dienen dem unmittelbaren postnatalen Uberleben, kénnen
sich jedoch im spateren Leben maladaptiv erweisen. Adaptionsmechanismen kdnnen
die Stressantwort, Organfunktionen und die metabolischen Prozesse des Fetus
betreffen und so den Grundstein fur die Entwicklung von kardiovaskularen
Erkrankungen im spéateren Leben legen. Initial wurde vor allem die Ernahrung der
Mutter als Ursache fur fetale Programmierung untersucht. Neuere Hypothesen gehen
davon aus, dass auch gewisse Gene der Mutter trotz fehlender Weitergabe an den
Fetus durch eine ungunstige Beeinflussung des intrauterinen Millieus fetale
Adaptionsmechanismen induzieren koénnen. In der vorliegenden Arbeit wurde
untersucht, ob es Assoziationen zwischen der plazentaren Peroxisom-Proliferator-
aktivierte Rezeptor gamma (PPARYy) - Proteinkonzentration und mdatterlichen und
kindlichen Parametern gibt. Der PPARYy ist an Prozessen, welche unmittelbar mit
Diabetes, kardiovaskularen Erkrankungen und Adipositas verbunden sind, beteiligt.
Des Weiteren nimmt PPARy unmittelbar an der Plazenta-Entwicklung teil und
beeinflusst somit die Versorgung des Fetus.

Aus 325 Plazenta-Proben wurde mittels Western Blot die plazentare PPARy-
Proteinkonzentration bestimmt. Diese Werte wurden mit mutterlichen und kindlichen
Parametern, welche dem Mutterpass oder einem standarisierten Interview entnommen
wurden, verglichen.

Die statistische Auswertung ergab keinen signifikanten Zusammenhang zwischen der
plazentaren PPARy-Proteinkonzentration und mdutterlichen und kindlichen
Parametern. Eine der moglichen Erklarungen ware, dass in unserer Studie nur eine
Messung der PPARYy-Proteinkonzentration zum Zeitpunkt der Geburt und nur eine

Bestimmung der Konzentration des PPARYy in der Plazenta erfolgte.



Obwohl in dieser Arbeit keine Assoziationen zwischen der plazentaren PPARYy-
Proteinkonzentration und mutterlichen und kindlichen Parametern gefunden werden
konnten, deutet der heutige Stand der Forschung auf solche hin. Bis jetzt weil3 man,
dass es Hinweise auf Zusammenhange zwischen dem plazentaren PPARy und
Diabetes, Hypertonus oder BMI der Mutter und dem Geburtsgewicht des Kindes gibt.

Es fehlt jedoch an einem eindeutigen Erklarungsmodell.



Abstract

The most frequent cause of death among adults in developed countries are
cardiovascular diseases. The pathogenesis of cardiovascular diseases is complex,
however, obesity and diabetes play a central role. It was shown that the origins of these
diseases can be ,programmed* before we are born. The fetal programming hypothesis
states that a developing fetus can adapt to disadvantageous environments through
different mechanisms. Immediately after birth this can enhance the chance of survival
but later on could prove as maladaptive. These adaptation mechanisms can affect the
stress response, organ function or metabolic processes of the fetus and thereby may
lay the foundation for the development of cardiovascular diseases in later life. Initially,
studies were investigating maternal nutrition as the cause of the fetal programming. A
new hypothesis assumes that also certain maternal genes can induce the fetal
adaptation mechanisms by an unfavorable influence of the intrauterin environment and
without their inheritance to the offspring. In this thesis the association between the
placental peroxisome proliferator-activated receptor gamma (PPARy) protein
concentration and maternal and neonatal parameters was analysed. PPARYy takes part
in many processes that are connected to diabetes, cardiovascular diseases and
obesity. Moreover, the receptor is involved in placenta development from early stages
on and in this way may affect the supply of the fetus. The placental PPARYy protein
concentration was determined in 325 placenta samples by the Western Blot procedure.
Afterwards statistical analyses regarding potential associations with maternal and
neonatal parameters were performed. Maternal and neonatal data were obtained via
standardised interview or the maternal health passport.

No statistically significant correlation between the placental PPARy protein
concentration and maternal and neonatal parameters could be made. One explanation
for the absence of any significant findings could be that PPARYy protein concentration
was only measured at birth and only in placental tissue. Although in this thesis no
associations between the placental PPARy protein concentration and maternal and
neonatal parameters have been found, current literature suggests otherwise to some
extent. There is some evidence that suggests a connection between the placental
PPARy and diabetes, hypertension or BMI of the mother and the birth weight of the

child. A model to clearly explain these associations is missing as of today.



1 Einleitung

Umwelteinflisse kdnnen die Entwicklung von Organismen mitbestimmen und sind
besonders in der Graviditdt von grof3er Relevanz. Nicht nur die kindlichen Gene
modulieren die spatere Gesundheit oder Krankheit, sondern auch die Umgebung und
das individuelle Verhalten der Mutter wahrend der Schwangerschaft. Besonders
kommen diese in der pranatalen Phase zur Geltung, in welcher die Entwicklung in
gesteigerter Geschwindigkeit verlauft. In diesen frihen Entwicklungsphasen ist der
Embryo bzw. Fetus besonders anfallig gegentiber Umweltfaktoren oder intrauteriner

Dysregulation.

Heute ist durch mehrere Studien belegt, dass beispielsweise Mangelernahrung sowie
der Konsum von Tabak und Alkohol negative Einflisse auf den Fetus haben, was auch
unmittelbar nach der Geburt messbar ist. Seit mehr als 40 Jahren weif3 man zudem,
dass solche Negativeinflisse nicht nur auf die postnatale Phase begrenzt sind, in
welcher man unmittelbare Auswirkungen beobachten kann. Die in der pranatalen
Phase entstandenen Verdnderungen und Adaptationsmechanismen begleiten die
Menschen bis in das Erwachsenenalter und werden mit spateren Krankheiten in

Verbindung gesetzt.

Unser Erbgut, das Genom, bedingt unser Wachstums- und Entwicklungspotential. In
welchem Ausmal’ dieses ausgeschopft wird, ist von vielen Umwelteinflissen
abhangig. Welche Mechanismen hierbei entscheidend sind, ist noch nicht eindeutig
geklart. Eine akkurate Darlegung dieser Prozesse bendétigt weitere Forschungsarbeit.
Wir wissen heute, dass es sich hier um ein komplexes Zusammenspiel zwischen
maternalen, fetalen und plazentaren Faktoren handelt, deren Mechanismen sich auf

vielen Ebenen abspielen.

1.1 Fetale Programmierung

Die fetale Programmierung beschreibt den unmittelbaren Einfluss pranataler
intrauteriner Faktoren auf die spéatere Entwicklung eines Individuums. Dieser Begriff
wurde vor etwa 30 Jahren durch den Epidemiologen David Barker gepragt. Letzterer

untersuchte den Zusammenhang zwischen geografischer Inzidenz der ischAmischen
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Herzkrankheit der Jahre 1968-1978 und der Kindersterblichkeitsraten 50 Jahre davor
(Barker et al., 1989). Die geografische Ubereinstimmung dieser Ereignisse lieR Barker
vermuten, dass das erhohte Risiko fur die ischamische Herzkrankheit bereits von
Geburt an vorhanden sein muss. Als ausschlaggebend fur die Kindersterblichkeit
identifizierte er ein niedriges Geburtsgewicht, welches in der Folgestudie wiederum als
ein Risikofaktor fur spatere koronare Herzkrankheit (KHK) identifiziert wurde (Barker
et al., 1993). Auf diesen epidemiologischen Daten beruhend formulierte Barker eine
Behauptung, welche heute als sogenannte ,Barker-Hypothese“ bekannt ist. Diese
besagt, dass der Fotus, wenn er intrauterin ungtinstigen Faktoren ausgesetzt wird (z.B.
Malnutrition), nicht nur in der frih-postnatalen Phase eine erhdhte Morbiditat und
Mortalitat aufweist, sondern auch ein hoheres Risiko besteht, dass dieser als
Erwachsener an ischamischer Herzkrankheit erkrankt (Hales und Barker, 2001).
Daraus folgt, dass nicht nur die Gene, sondern auch der Lebensstil der Mutter und ein
schadliches intrauterines Milieu fur spatere Erkrankungen eine wesentliche Rolle
spielen. Die Barker-Hypothese wurde in zahlreichen Studien gepruft, weiterentwickelt
(Leon etal., 1998; Wadhawa et al., 2009) und bereits kurz nach ihrer Formulierung zur
sogenannten Thrifty-Phenotype-Hypothese weiter ausgebaut.

Dieses Erklarungsmodell besagt, dass durch die intrauterine fetale Malnutrition
metabolische Adaptationsmechanismen in die Wege geleitet werden, welche dem
Fetus nicht nur die besten Wachstums- und Uberlebensperspektiven sichern sollen,
sondern diesen auch auf eine Unterversorgung in der postnatalen Phase vorbereiten.
Dies scheint ein wichtiger Adaptationsmechanismus des neuen Organismus zu sein,
welcher ihm hilft, die Homdostase trotz unginstiger Umgebung aufrechtzuerhalten und
somit die Uberlebensperspektiven zu steigern. Die Adaptationsmechanismen des
Fetus kdnnen zu dauerhaften Veranderungen des Phanotyps und im spateren Leben
zu gesundheitlichen Problemen fuhren (Perrone et al., 2016), insbesondere dann,
wenn sich diese Adaptationsvorgange als pathologisch erweisen, beispielsweise,
wenn es zu einem ,mismatch®, also einem Ungleichgewicht zwischen intrauteriner
Malnutrition und einer nahrstoffreichen Umgebung nach der Geburt kommt. Die
Tragweite dieser Vorgange spiegelt sich in erhdéhtem Risiko fur Krankheiten im
spateren Leben wider (Hales et al., 1991, Hales und Ozanne, 2003). Ein niedrigeres
Geburtsgewicht, insbesondere gefolgt von schneller postnataler Gewichtszunahme

(,mismatch®), ist mit einem erhohten Risiko verbunden im spéteren Leben an
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Ubergewicht, Insulinresistenz, kardiovaskularen Erkrankungen und Malignomen zu
erkranken (Barker, 2012).

Sehr eindrucksvoll wurde die Thrifty-Phenotype-Hypothese in der sogenannten
hollandischen Hungerwinter-Studie veranschaulicht. In dieser retrospektiven Arbeit
wurden Erwachsene untersucht, die intrauterin den sogenannten ,Hungerwinter” von
Dezember 1944 bis April 1945 erlebt hatten (Ravelli et al., 1998, 1999). In dieser Zeit
sank die tagliche Kalorienzufuhr auf 20-40% der zuvorigen und anschlielenden Werte.
Ein Vergleich zwischen den Individuen, welche pranatal einer Mangelernahrung
ausgesetzt waren und denen, die ein Jahr zuvor oder danach geboren wurden, konnte
verdeutlichen, dass die ,Hungerwinter-Kinder® nicht nur ein niedrigeres
Geburtsgewicht besal3en, sondern auch flnfzig Jahre spater eine gestorte
Glukosetoleranz aufwiesen (Ravelli et al., 1998).

Wenn es zu Beeintrachtigungen der optimalen pranatalen Umgebung kommt, sind
besonders die kritischen Phasen des intrauterinen Wachstums gefahrdet, was in der
hollandischen  Hungerwinter-Studie sehr gut veranschaulicht wurde. Die
Nahrungsmittel-Unterversorgung, retrospektiv betrachtet, trat in verschieden
Schwangerschaftsphasen auf. Die Folgen fur den Fetus waren jedoch nicht gleich.
Besonders in frihen Phasen der Schwangerschatft, die durch Organogenese und hohe
Zellproliferation gekennzeichnet sind, hatte eine Kalorienrestriktion besonders
gravierende Auswirkungen (Ravelli et al., 1998).

Weitere Belege fur die Thrifty-Phenotype-Hypothese boten Zwillingsstudien. Eine
danische Studie untersuchte ein- und zweieiige Zwillinge und das Auftreten von
Diabetes mellitus Typ 2. Die Ergebnisse zeigten, dass der spater an Diabetes
erkrankte Zwilling ein signifikant niedrigeres Geburtsgewicht aufwies als der nicht
erkrankte Zwilling (Poulsen et al., 1997). Dies konnte sowohl bei mono- als auch bei
dizygoten Zwillingen nachgewiesen werden. Die Autoren konnten so Faktoren wie
Gestationsalter, Geburtsreihenfolge, Geschlecht und deren moglichen Einfluss auf das
signifikant niedrigere Geburtsgewicht des diabeteserkrankten Zwillings im Vergleich
zum gesunden Zwilling ausschlielen. Noch wichtiger, die Ergebnisse bei
monozygoten Zwillingen, die genetisch identisch sind, zeigten, dass sich das niedrige
Geburtsgewicht kinftig bei Diabeteserkrankten nicht nur allein durch das
Zusammentreffen einer genetischen Pradisposition und einer Beeintrachtigung des

intrauterinen Wachstums erklarbar ist.
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Die Thrifty-Phenotype-Hypothese besagt, dass der Fetus sich der Situation anpassen
kann, wenn es in der fetalen Umgebung zu einem Mangel an essentiellen Faktoren
oder zu einem Auftreten schadlicher Faktoren kommt. Hierzu wird das Wachstum von
lebensnotwendigen Organen wie dem Gehirn auf Kosten anderer, weniger wichtiger
fur das Uberleben begiinstigt. Dieser Adaptationsmechanismus kann zu strukturellen,
physiologischen und metabolischen Veranderungen fuhren, welche die
kardiometabolische Gesundheit im spéateren Leben beeinflussen. Dies ist unter dem
Begriff Entwicklungsplastizitat (Developmental Plasticity/Programming) bekannt, und
stellt eine Anpassung der genetischen Veranlagung an die auftretenden
Umweltbedingungen und als Folge die Entstehung verschiedener Phenotypen
(Visentin et al., 2014) (Abb. 1) dar.

— |n utero status Fetal/postnatal adaptations Adult disease

Increased food

intake
[ [ Incorrect lifestyle

Programming of tissues/organs:

(" Maternal over )
nutrition:

- obesity

\_- high fat feeding J

Hypoxia
Anemia
Glucocorticoid

.

( Poor maternal \

nutrition:
- caloric restriction
\- protein restriction )

(eSS )\

Genetic inheritance

< J
terations
Placental hanges
insufficiency
. o/

Abbildung 1. Programmierungsfaktoren der kardiovaskularen Erkrankungen des Erwachsenen.
Genetisches Erbgut und Umweltfaktoren initiieren eine Programmierung des vaskularen, kardialen,

renalen und neuroendokrinen Systems sowie Fettgewebes (Visentin et al., 2014).

Weitere Untersuchungen deuteten darauf hin, dass auch eine zu schnelle postnatale
Gewichtszunahme als Ausgleich der malnutritiven pranatalen Umgebung ein kritischer

Faktor fur das Auftreten spaterer Erkrankungen sein kann (Leon et al., 1996; Eriksson
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et al., 1999). Schnelle Gewichtszunahme bei niedriggewichtigen Neugeborenen kann
schon im Alter von 7 Jahren zu einer gestorten Glukosetoleranz (Crowther et al., 1998;
Eriksson et al., 2003) und in der spateren Entwicklung zu Diabetes mellitus Typ 2
beitragen (Ong et al.,, 2000). Diese Gewichtszunahme fuhrt vorwiegend zur
Akkumulation des Fettgewebes, vor allem des viszeralen Fettanteils (Harrington et al.,

2004), statt zu einer Zunahme der Muskelmasse (Law et al., 1992).

Es zeigte sich auch bald, dass nicht nur die intrauterine Unterversorgung und ein
geringes Geburtsgewicht (bezogen auf das Gestationsalter: small for gestational age,
SGA) in der fetalen Programmierung eine Rolle spielen, sondern auch intrauterine
Uberversorgung und ein zu hohes Geburtsgewicht (bezogen auf das Gestationsalter:
large for gestational age, LGA). Studien zeigten, dass mdutterliches
Ubergewicht/Uberernahrung oder Gestationsdiabetes ein erhohtes Geburtsgewicht
und in der spateren Entwicklung des Kindes Ubergewicht und die Entwicklung eines
metabolischen Syndroms (abdominelle Fettleibigkeit, arterielle Hypertonie,
Lipidstoffwechselstorung und Insulinresistenz) begunstigen (Djelantik et al., 2012;
Catalano et al., 2009, Boney et al., 2005). Das Konzept der fetalen Programmierung
besagt, dass bei nachteiligen Umweltfaktoren intrauterin der Fetus verschiedene
Adaptationsmechanismen  entwickelt und ausbildet, welche ihm die
Uberlebenschancen vor und nach der Geburt sichern sollen. Diese
Adaptationsmechanismen geben den Anfang einer gewissen ,Fehlprogrammierung®
der Stressantwort, Organfunktionen und der metabolischen Prozesse des Fetus. Dies
resultiert in Veranderungen, partiell bereits unmittelbar in der postnatalen Phase und,
noch gravierender, ebnet den Weg zahlreicher moglicher Erkrankungen im
Erwachsenenalter. Diese Zusammenhénge betreffen nicht nur die metabolischen und
kardiovaskulare Erkrankungen, sondern auch Asthma, Dermatitis, Krebs sowie
psychische Storungen wie ADHS, wie weitere Studien verdeutlichten (Barker, 1995;
Solano et al., 2016; Glower et al., 2018).

1.1.1 Die Mechanismen der fetalen Programmierung

Die Veranderungen der intrauterinen Nahrstoffzufuhr, des endokrinen und
kardiovaskularen Status beeinflussen die Expression des fetalen Genoms, so dass der

Fetus sich wahrend seiner Entwicklung an die Umweltveranderungen anpassen kann.
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In diesem Rahmen bestimmt das Genom des Fetus nur das Potential des intrauterinen
Wachstums, das tatsadchliche Wachstum wird jedoch durch die umweltassoziierten
Einflisse bestimmt. Die fetale Programmierung kann die individuelle Genexpression
jeder Phase der intrauterinen Entwicklung beeinflussen. Letzteres resultiert in den
Veranderungen der biologischen Funktionen auf der Molekularebene, wie zum
Beispiel der Anderung der Rezeptordichte, der Rezeptoraffinitat bis hin zu anhaltenden
hormonellen Veranderungen, Modifikationen des Metabolismus und der Reaktionen
auf physiologische Stressoren (Cunningham und Cameron, 2003). Diese Prozesse
werden als phanotypische Plastizitat, die durch epigenetische Mechanismen vermittelt

werden, verstanden (Reichetzeder et al., 2016).

Die heutige Forschung beschreibt die Mechanismen der fetalen Programmierung auf
vier Ebenen (Godfrey et al., 2011):
— Genomische Pragung (epigenetische Mechanismen)
— Veranderung der Zelle (Funktionsveranderung der Mitochondrien, Einfluss auf
Rezeptordichte)
— Organveranderung (Veranderung der Struktur, Vaskularisation,
Zusammensetzung)

— Regulation der Homoostase (endokrine Veranderung)

Epigenetik beinhaltet alle meiotisch und mitotisch vererbbaren Veranderungen der
Genexpression ohne Modifikation der DNA-Sequenzen (Indrio et al., 2017). Der
Zeitraum, in dem die meisten epigenetischen Modifikationen der DNA stattfinden,
dauert von der Befruchtung bis ca. zum Alter von 2 Jahren (Bhutta et al., 2013).

Zu den wichtigsten epigenetischen Mechanismen gehéren die Histonmodifikation, die
DNA-Methylierung und regulatorische Effekte auf die nicht-codierende RNAs
(ncRNAs) (Marciniak et al., 2017). Epigenetische Mechanismen regulieren wie
erreichbar die DNA fir die Transkription ist, wie effizient Letztere ablauft und wie stabil
die bereits transkribierte RNA (mMRNA) ist (Lane, 2014). Der am grundlichsten
untersuchte epigenetische Mechanismus ist die DNA-Methylierung, welche zu einer
Kondensierung des Chromatins fuhrt und auf diese Weise den Zugang zur DNA fir
Transkriptionsmechanismen einschrankt respektive erschwert (Yamada und Chong,
2017).
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1.2 Die Plazenta und ihre Rolle in der Schwangerschaft

Die Plazenta verbindet die Mutter und den Fetus wahrend der Schwangerschatft. Sie
wird aus embryonalem (Trophoblast) und mdutterlichen Gewebe (Endometrium)
gebildet. Ihre endgultige Struktur wird um die 14. Schwangerschaftswoche erreicht.
Beim Geburtstermin liegt der Durchmesser bei ca. 20 cm, die Dicke bei 2-4 cm und
das Gewicht bei ca. 500 g (Weyerstahl et al., 2013). Die Hauptfunktionen der Plazenta
sind die Versorgung des Fetus mit N&hrstoffen und Sauerstoff, der Abtransport von
Exkretionsprodukten und Kohlenstoffdioxids (CO,) und die Produktion und Sekretion
vieler Hormone, Zytokine und Signalmolekile (Jansson and Powell, 2007). Die
Plazenta ist ein dynamisches endokrines Gewebe, welches auf die Verdnderung des
maternalen Milieus reagiert und dieses auch beeinflusst. Ihre Funktion ist
ausschlaggebend fur das fetale Wachstum und die fetale Entwicklung (Nugent and
Bale, 2015). Studien zeigten, dass miutterliches Verhalten wie Unter- oder
Uberernahrung, Rauchen, Drogen- oder Alkoholkonsum sowie Infektionen und Stress
zu Veranderungen der plazentaren Physiologie beitragen kdnnen. Diese variieren von
morphologischen Veranderungen, die das Plazentagewicht betreffen, bis hin zu
subtilen Veranderungen der plazentaren Genexpression, welche zur Modifikation der
fetalen Versorgung fuhren kann (Gheorghe et al., 2010; Godfrey and Barker, 1995).
Dadurch kommt es haufig zur sowohl plazentaren wie auch fetalen
Wachstumsretardierung, was Langzeitauswirkungen auf die Gesundheit des

Nachkommens haben kann (Nugent and Bale, 2015).

1.3 Advanced Fetal Programming Hypothese

Eine weiterentwickelte Hypothese der fetalen Programmierung stellt die ,,Advanced
Fetal Programming Hypothesis® dar (Hocher et al., 2001). Es wird postuliert, dass nicht
nur exogene Faktoren, wie beispielsweise die Erndhrung der Mutter, sondern auch die
mutterlichen Gene zur fetalen Unter- bzw. Fehlerndhrung beitragen und somit das
Adaptationsverhalten und die damit verbundenen metabolischen Veranderungen
beeinflussen.

Maternale Gene koénnen also den fetalen Phanotyp unabhangig von dem fetalen
Genotyp pragen (Hocher, 2014). In klinischen Studien konnte herausgearbeitet
werden, dass gewisse miutterliche Gene eine Auswirkung auf den fetalen Phanotyp

unabhangig von ihrer Ubertragung auf den Nachwuchs haben (Hocher et al., 2001;
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Wang et al., 2002; Miodovnik et al., 2012). Es konnte dargestellt werden, dass die
Auswirkung des maternalen Tabakrauchens auf das Geburtsgewicht tber einen
maternalen metabolischen Genpolymorphismus moduliert wird (Wang et al., 2002).
Eine andere Studie stellte pathologische adaptative Reaktionen (aus dem ADHS-
Kreis) bei méannlichen Nachkommen fest, deren Mittern ein Genpolymorphismus
aufwiesen, welcher die Biosynthese und den Metabolismus der Sexualhormone
kontrolliert. Dieser Genpolymorphismus trat beim Nachkommen nicht auf (Miodovnik
etal., 2012).
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Abbildung 2. Advanced Fetal Programming Hypothese (Modifiziert nach Hocher, 2014).
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1.4 PPAR

Die peroxisome proliferator-activated receptors (Peroxisom Proliferator-aktivierte
Rezeptoren: PPARS) sind intrazellulare Rezeptoren, welche, nachdem sie von einem
Liganden aktiviert wurden, als Transkriptionsfaktoren der Genexpression
verschiedene metabolische Prozesse regulieren, wie beispielsweise den Fettsaure-
und Glukosestoffwechsel (Berger und Moller, 2002). Den Namen verdanken die
Rezeptoren der Beobachtung, dass die Stimulation dieser Proteine zu einer
Proliferation der Peroxisome in der Leber von Nagetieren fuhrte (Issemann und Green,
1990). Beim Menschen konnte dieser Prozess nicht nachgewiesen werden, jedoch
wurde der Name des Rezeptors beibehalten.

Die PPARs gehoren zur Familie der ligand-aktivierten nuklearen Rezeptoren, die zu
der Steroidrezeptor-Superfamilie gehéren (Berger und Moller, 2002). Nach einer
Interaktion mit entsprechenden Liganden an den Kernrezeptoren, werden diese in den
Kern der Zelle verschoben, wo sie ihre Struktur verandern und somit die

Gentranskription regulieren kdnnen (Feige et al., 2006).

Strukturell sind PPARs aus 4 Domanen aufgebaut. Die A/B-Region beinhaltet die erste
Aktivierungsstelle des Rezeptors, was ohne Hilfe eines Liganden passiert (activation
function 1, AF1), die C-Region stellt die DNA-bindende Doméne dar, die D-Region
(auch Hinge-Region) ist die Bindungsstelle fir Kofaktoren und die E/F-Region
beinhaltet die liganden-bindende Domane mit der darin enthaltenen
ligandenabh&ngigen Aktivierungdomane (AF2), welche die Aktivierung von Kofaktoren
und Transkription fordert (Oates et al., 2002).

AF-1 A/B C D E/F |aF2

Abbildung 3. Schematische Darstellung der Doméanen des PPAR (Oates et al., 2002). Beschreibung

im Text.

18



Nach Interaktion mit einem Agonisten werden die PPARs in den Zellkern transloziert,
wo sie mit dem Retinoid-X-Rezeptor (RXR) erneut interagieren und ein Heterodimer
bilden. Dieser Komplex dockt anschlieRend an eine spezielle Bindungsstelle, das
PPAR-response-element (PPRE) im Kern an. PPREs befinden sich an der DNA-
Sequenz der Promotorregion von Zielgenen. So wird die Transkription vieler Gene
beeinflusst (Berger und Moller, 2002). Die Funktion von PPARs wird durch zahlreiche
Koaktivatoren und Korepressoren modifiziert, welche die Rezeptorfunktion entweder
stimulieren oder hemmen (Viswakarma et al., 2010). PPARs koénnen durch

physiologische oder pharmakologische Liganden aktiviert werden.

Bei Menschen konnten bis heute drei PPAR-Isotypen identifiziert werden: PPARa,
PPARB/6 und PPARYy (Berger und Moller, 2002). Jede dieser drei Formen wird durch
ein eigenes Gen kodiert, hat eine unterschiedliche Verteilung in Geweben, eigene
ligandenbezogene Charakteristiken und unterschiedliche physiologische Funktionen
(Kota et al., 2005). Alle PPAR-Isotypen nehmen aktiv. am Lipid- und
Glukosestoffwechsel und deren Regulation teil.

PPARa wird in metabolisch sehr aktiven Geweben wie Leber, Herz, Skelettmuskeln
exprimiert, glatten Muskeln des Darmes und braunem Fettgewebe (Bookout et al.,
2006, Issemann und Green, 1990) aber auch Endothelzellen, Makrophagen und
Monozyten (Rigamonti et al., 2008) und spielt sowohl eine Rolle im Lipidstoffwechsel
(B-Oxidation, Lipidaufnahme) als auch bei antientztindlichen Prozessen.

PPARRB/® ist der am wenigsten untersuchte Isotyp. Er ist ubiquitar in nahezu allen
Geweben exprimiert, jedoch besonders stark in Leber, Darm, Nieren, abdominellem
Fettgewebe und in der quergestreiften Muskulatur reprasentiert. PPARB/d nimmt an
der [3-Oxidation teil und reguliert den Cholesterol- und Glukosespiegel (Berger und
Moller, 2002; Bojic und Huff, 2012).

PPARYy wird in weilem und braunem Fettgewebe, im Dickdarm, in der Plazenta, in
Endothelzellen und in den Makrophagen exprimiert (Sarraf et al., 1999; Ricote et al.,
1998; Marx et al., 1999) Die hochste Expression findet sich jedoch in den Adipozyten,
wo PPARy die SchlUsselrolle bei der Adipogenese, Energiestoffwechsel und
Lipogenese spielt (Chawla et al., 1994; Tononoz et al., 1994).

Allgemein kann man sagen, dass PPARa und PPARPB/d hauptsachlich zur
Energieverwertung und PPARy zur Energiesynthese beitragen (Grygiel-Gorniak,
2014).
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1.4.1 PPARy

Das PPARy Gen beinhaltet drei Promotersequenzen fir drei Isoformen: PPARy-1,
PPARy-2 und PPARYy-3. Die transkribierte RNA von PPARy-1 und PPARy-3 nach
Translation ergibt dasselbe PPARYy-1 Protein (Fajas et al., 1997; Fajas et al., 1998).
Die Expression ist gewebeabhangig. PPARy-1 wird nahezu ubiquitar exprimiert,
PPARYy-2 ist ausschliellich auf Fettgewebe beschrankt und PPARYy-3 wird reichlich in
den Makrophagen, im Darm und weil3em Fettgewebe exprimiert (Fajas et al., 1998).

Forscher haben im Tierexperiment nachgewiesen, dass PPARy-Knockout-Mause
einen reduzierten Fettgewebeanteil (heterozygoter Knockout) bzw. Lipodystrophie
zeigten (homozygoter Knockout) (Barak et al., 1999). Medina-Gomez et al. (2007)
kamen zu ahnlichen Ergebnissen bezlglich PPARy-2. Die Studie zeigte auch, dass
PPARYy-2 die Lipotoxizitat durch unterschiedliche Mechanismen verhindert. Einerseits
geschieht dies durch Vermehrung des Fettgewebes, das VergroRern der
Lipidaufnahme und somit der Pufferkapazitat peripherer Organe wie Leber,
Skelettmuskeln und Beta-Zellen des Pankreas, anderseits durch eine proliferative

Antwort der Beta-Zellen des Pankreas auf Insulinresistenz.

Normalerweise ist PPARYy inaktiv, gebunden entweder als Homodimer an einen
anderen PPARYy oder als Heterodimer an den Retinoid-X-Rezeptor (RXR). Im inaktiven
Zustand wird die AF2-Stelle durch einen Korepressor blockiert, was die Aktivierung
durch Bindung eines Koaktivators verhindert. Nachdem sich ein Ligand mit dem Dimer
verbindet, wird die Bindung mit dem Korepressor gelost und der Rezeptorkomplex
aktiviert (Westin et al., 1998). Dieser PPARy-Liganden-Komplex kann sich nun an das
PPRE der Zielgene binden. Zu den naturlichen Liganden und Aktivatoren des PPARy
gehoéren die mehrfach ungesaéttigten Fettsauren wie Arachidonsdure und
Docosahexaensaure (Trombetta et al., 2007) und ein bioaktiver Metabolit des
Prostaglandin D2, 15deoxyA'?14 Prostaglandin J2 (15dPGJ.), ein sehr potenter
endogener Ligand (Forman et al., 1995). Synthetische Liganden des PPARYy
beinhalten vor allem Glitazone, orale Antidiabetika, welche die Empfindlichkeit der

Zellen auf Insulin verbessern (Khan et al., 2000; Fujiwara et al., 1988).

In mehreren tierexperimentellen Studien wurde nachgewiesen, dass PPARy im
Fettgewebe als ein essentieller Mediator zur Aufrechterhaltung der Insulinsensitivitat

des Korpers fungiert (He et al., 2003; Hevener et al., 2003; Koutnikova et al., 2003).
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Einerseits schitzt Fettgewebs-PPARy andere Gewebe und Organe vor einem
Lipiduberschuss und anderseits kann durch eine adaquate Produktion und Sekretion
von Adipozytokinen (Adiponectin und Leptin) aus dem Fettgewebe die Insulinwirkung
im Korper moduliert werden (He et al., 2003). Hier kamen auch die ersten
therapeutische Lésungen in Form von Glitazonen und oralen Antidiabetika, welche als
synthetische Liganden den PPARYy aktivieren, zum Einsatz (Kahn et al., 2000).
Bedeutungsvoll ist PPARYy dartber hinaus flir den Lipidstoffwechsel und reguliert hier
Gene, welche an Freisetzung, Transport und Speicherung von Fettsauren, wie
Lipoprotein Lipase und Fettsauretransporter CD 36, beteiligt sind (Ren et al., 2002;
Medina-Gomez et al., 2007). PPARY ist auch in dem Endothel, der glatten Muskulatur
der Gefallwand und den Makrophagen vorhanden. Dort fungiert er als wichtiger
Modulator in den antiinflammatorischen und atherosklerotischen Prozessen (Yu et al.,
2016).

1.4.2 PPARy und Schwangerschaft

Es ist bekannt, dass PPARYy in Entwicklung und Funktion der Plazenta stark involviert
ist (Barak et al.,, 1999). Vor allem in der Differenzierung des Trophoblasten, der
Invasion, der Implantation und im Dezidualisierungsprozess spielt PPARy eine
wichtige regulatorische Rolle (Fournier et al., 2002; Pavan et al., 2003). Nachkommen
von homozygot-PPARYy-defizienten Mausen versterben schon wahrend der
Embryonalphase aufgrund einer erheblichen Stérung der plazentaren Entwicklung und

Vaskularisierung (Barak et al., 1999).

Die Liganden des PPARy hemmen oder reduzieren in der Plazenta die Produktion und
die Freisetzung von proinflammatorischen Zytokinen aus den Makrophagen, wie TNF-
a, IL-6, IL-8 und induzierbarer NO-Synthase (iNOS) (Lappas et al., 2002, Jiang et al.,
1998). Gleichzeitig hemmt der PPARy die Rekrutierung und Migration von
Makrophagen zu den Orten der Inflammation (Babaev et al., 2005). Lappas et al.
(2002) konnten an menschlichen Plazenta-Gewebe nachweisen, dass nach der
Inkubation Uber 6 Stunden mit dem natirlichen Liganden von PPARYy, dem 15dPGJz,
die Freisetzung und somit die Konzentration von TNF-q, IL-6 und IL-8 in der Plazenta
signifikant gemindert war. Diese Zytokine sind mitverantwortlich fur Auslésung und
Verlauf des Geburtsprozesses, besonders wenn es sich um eine infektionsassoziierte
Frihgeburt handelt (Lappas et al., 2002).
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Oxidativer Stress beschreibt eine Stoffwechsellage, in der mehr reaktive
Verbindungen (reactive oxygen species, ROS; nitrogen oxygen species, RNS)
entstehen als physiologisch vorhandene Antioxidantien fahig sind, solche zu
neutralisieren. In diesem Zustand kann es zu einer Schadigung von intra- und
extrazellularen Makromolekilen kommen (Vlako et al., 2006). In der Schwangerschaft
wird exzessiver oxidativer Stress mit vielen Pathologien assoziiert, wie Frihabort
(Jauniaux et al. 2000), Diabetes (Rdsen et al., 2001) oder Praeklampsie (Sharma et
al., 2006).

Stickstoffmonoxid (NO) ist in tblicher Menge ein potenter Vasodilatator, jedoch kann
ein erhohter Spiegel zur Entstehung von RNS fihren und somit oxidativen Stress
erh6hen. Diabetes, ahnlich wie die Praeklampsie, ist durch eine endotheliale
Dysfunktion gekennzeichnet. Zudem tragen die langen Perioden der Hyperglykdmie
unter anderem durch die Glykation der Proteine zur Entstehung der ROS und RNS bei
und erhohen so den oxidativen Stress (Rosen et al., 2001). Eine Uberproduktion von
NO wurde in diabetischen Plazenten gefunden und wird als ein Marker fir den
intrauterinen proinflammatorischen Prozess gesehen, welcher Entwicklung und
Funktion der Plazenta beeintrachtigen kann (Jawerbaum und Gonzalez, 2006).
Jawerbaum et al. (2004) untersuchten Plazenten an Diabetes erkrankten Muttern und
stellten fest, dass das 15dPGJz, ein potentes antientztindliches Prostaglandin, tber
die Aktivierung des PPARYy die Produktion von plazentaren NO herunterregulieren
konnte. Die Menge des plazentaren 15dPGJz war in den Plazenten der an Diabetes
leidenden Mitter deutlich niedriger als in der normoglykamen Kontrollgruppe. Dies
verdeutlicht eine weitere bestimmende Funktion des PPARYy in der Plazenta: die

Regulation der Stickstoffmonoxid (NO)-Konzentration.

Der proinflammatorische Zustand und oxidativer Stress konnen in der
Schwangerschaft eine endotheliale Dysfunktion und somit einen arteriellen
Hypertonus begunstigen. Ein erhdhter Spiegel des proinflammatorischen Zytokin TNF-
a tritt bei hypertensiven Stérungen in der Schwangerschaft auf. Noch vor dem
Auftreten erster Symptome dieser hypertensiven Stoérungen konnte eine verminderte
Aktivierung des PPARy im Serum nachgewiesen werden (Waite et al., 2005). Im
Tierexperiment konnte auch gezeigt werden, dass die Hemmung des PPARYy in der

zweiten Halfte der Schwangerschaft bei Ratten mit einem niedrigeren Geburtsgewicht

22



einher ging. Zusatzlich wurde eine verringerte provozierte Vasodilatation der uterinen
Arterien festgestellt (Gokina et al., 2013). Die Praeklampsie, charakterisiert durch
maternale endotheliale Dysfunktion, manifestiert sich klinisch durch arterielle
Hypertension und Proteinurie (Brown et al., 2000). Pathophysiologisch stehen hier
arterielle Vasokostriktion und intravasaler Volumenmangel im Vordergrund.
Pathognomonisch fir die Praeklampsie ist eine gestorte und zu flache
Trophoblasteninvasion (Myatt und Cui, 2004). An den Vorgéngen ist, wie bereits oben
beschrieben, unmittelbar der PPARYy beteiligt. Eine Inhibition des PPARy in der
Schwangerschaft im Tiermodell mit dem Ligand-Inhibitor TO070907 fuhrte zur
Entwicklung der Hauptsymptome einer Praeklampsie wie erhdhter mittlerer arterieller
Druck, Proteinurie, endotheliale Dysfunktion und einem niedrigeren fetalen
Geburtsgewicht (McCarthy et al., 2011).
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Abbildung 4. Regulatorische Rolle des PPARYy in der Schwangerschaft und mdgliche Mechanismen die
zu einer pathologischen Schwangerschaft fiihren. Die Regulation der Schwangerschaft beruht auf 4
Prozessen: Differenzierung des Trophoblasten, inflammatorischer und oxydativer Antwort und
Lipidmetabolism. VT: villous trophoblast; EVT: extravillous trophoblast; IL-6: inter-leukins-6; TNF-c

tumor necrosis factor alpha; HO-1: heme-oxygenase-1; NO: nitric oxide (Kadam et al., 2015).
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1.5 Fragestellung

Es gibt vermehrt wissenschaftliche Belege dafir, dass das mutterliche Verhalten wie
Ernahrung, Rauchen, Stress und die Risikofaktoren in der Schwangerschaft einen
direkten Einfluss auf den Fetus beziehungsweise den Neugeborenen haben. Diese
Veranderungen konnen im Erwachsenenalter zur Entwicklung vieler heutiger
Zivilisationskrankheiten beitragen, unter anderem Diabetes, Ubergewicht und
kardiovaskularen Erkrankungen.

PPARYy ist an der Fettsaurenaufnahme, am Glukosestoffwechsel und an der
Insulinsensitivitat beteiligt und wirkt in der Plazenta an der Differenzierung und
Invasion des Trophoblasten mit. Er gehort desweiteren zu den wichtigen Regulatoren
des Lipidhaushalts, des Glukosestoffwechsel und antientziindlicher Prozesse. Bis
heute sind viele mutterliche und kindliche Parameter in Bezug auf plazentare PPARYy-
Proteinkonzentration oder -Expression und -Bindungsaffinitat an DNA untersucht
worden.

In Anbetracht der wichtigen Rolle von PPARy und seiner Beteiligung an der
plazentaren Entwicklung kann hypothetisiert werden, dass die plazentare
Konzentration von PPARy einen relevanten Faktor der fetalen Programmierung
darstellt. In dieser Arbeit wurde an einem groRen Kollektiv (n=325) der
Zusammenhang zwischen der plazentaren PPARy-Proteinkonzentration und

mutterlichen und kindlichen Parametern untersucht.

Dazu wurden folgende Fragestellungen konzipiert:

1. Gibt es eine Assoziation zwischen maternalen biologischen Parametern und
der PPARYy-Expression in der Plazenta?

2. Gibt es einen Zusammenhang zwischen neonatalen anthropometrischen
Parametern, welche als Surrogatparameter der fetalen Programmierung
verwendet werden und der PPARy-Expression in der Plazenta?

3. Bestehen darlber hinaus Zusammenhéange zwischen weiteren nach der Geburt

erhobenen biologischen Parametern und der plazentaren PPARy-Expression?
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2 Materialien und Methoden

2.1 Studienplanung und Durchfihrung

Zwischen Januar 2000 und Dezember 2004 wurde in der Klinik fur Gynékologie und
Geburtshilfe am Campus Mitte der Charité Universitatsmedizin Berlin eine prospektive
Kohortenstudie durchgefihrt. Alle Patientinnen, welche in diesem Zeitraum entbunden
hatten, wurden gebeten, an dieser Studie teilzunehmen. Dies bedeutete: die
Teilnahme an einem strukturierten Interview, Einsicht in Mutterpass und eine Blut- und
Plazentaprobeentnahme zur Laboruntersuchung zu gewéahren. 93,7% der Frauen
willigten ein. Die Studie wurde durch die Ethikkommission der Charité bewilligt und alle
Teilnehmerinnen uber das Vorhaben aufgeklart. Eine Einverstandniserklarung wurde

unterschrieben.

2.1.1 Datengewinnung

Alle Teilnehmerinnen der Studie absolvierten ein strukturiertes Interview, in welchem
biometrische Informationen und Risikoverhalten von Mutter und Vater abgefragt

wurden. Die ergdnzenden Daten wurden dem Mutterpass entnommen.
Interview

o Biometrische Daten: Alter, GroBe, Gewicht vor der Schwangerschaft,
Nationalitat
o Risikofaktoren: Nikotinkonsum, arterieller Hypertonus, Diabetes,

Fettstoffwechselstdrungen, diese Erkrankungen in der Familie
Mutterpass:

o Biometrische Daten des Kindes: Grol3e, Gewicht, Kopfumfang, Geschlecht

« Biometrische Daten der Mutter: GroR3e, Gewicht vor und wahrend der
Schwangerschatft

« Daten zum Schwangerschaftsverlauf: Hypertonus, Diabetes, sonstige
Komplikationen wahrend der Schwangerschaft

e Daten zur Geburt: Anzahl der Schwangerschaften und Geburten,

Gestationsalter, Geburtslage des Kindes, Geburtsmodus, APGAR-Score
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2.1.2 Untersuchungsmaterial:

Die jeweiligen Plazentaproben wurden aus der Plazentamitte entnommen. Die weitere
Verarbeitung des Materials fand am Center for Cardiovascular Research CCR der

Charité statt.

2.1.3 Ausschlusskriterien und Probenzahl

Es wurden 343 Teilnehmerinnen in die Studie eingeschlossen. Einige Proben ergaben
trotz mehrfacher Verarbeitung kein Resultat. Somit wirden aus den 343 Proben 325

nutzbar.

2.2 Materialien

2.2.1 Geréate und Verbrauchsmaterial

Tabelle 1. Liste der verwendeten Gerate.

Gerat Hersteller

Elektrophoresekammer TV200, Biotop, Jahnsdorf, Deutschland;

Entwicklermaschine Curix 60, Agfa, Mortsel, Belgien;

Feinwaage BL1500S, Sartorius, Gottingen, Deutschland;

Inkubator Thermomix 5436, Eppendorf, Hamburg, Deutschland;

Netzgerat Biometra standard power pack P25, Géttingen, Deutschland;
WTW pH537, Wiss.-Techn. Werkstatten GmbH, Weilheim,

pH-Meter

Deutschland,;
Spectrophotometer Du530 UV/ Vis, Beckmann Coulter, Krefeld,

Photometer Deutschland,;

Préazisionswaage Scaltec SBC22, Scaltec Instruments, Goéttingen, Deutschland
Scanner Canon CanoScan 4400F, Canon Inc., Tokyo, Japan
Schttler Schittler WT-17, Biometra, Gottingen, Deutschland;
Semidry Blotter SD Transblot Biorad, Miinchen, Deutschland
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Tischerhitzer Test Tube Thermostat TCR 100, Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Ultraschallgeréat Sonopuls, Bandelin, Berlin, Deutschland;

\/ortex Vortex Genie 2 Mixer, Bender & Hobein AG, Zurich, Schweiz
Wasserbad GFL Gesellschaft fiir Labortechnik, Burgwedel, Deutschland
Zentrifuge Biofuge fresco, Heraerus, Hanau, Deutschland;

Tabelle 2. Liste der verwendeten Verbrauchsmaterialien.

VVerbrauchsmaterial Hersteller

Eppendorfgefalle 1,5ml Reaktionsgefaf 3810, Eppendorf AG, Hamburg
Amersham Hyperfilm ECL, GE Healthcare Europe GmbH,

Film Freiburg, Deutschland;

Filterpapier Whatman GmbH, Dassel, Deutschland
Nitrozellulosemembran 0,45um PorengroRe, Whatman, Dassel, Deutschland;
Pipetten, 5/10/25ml Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, Deutschland
Safelock-Tubes Eppendorf, Hamburg, Deutschland;

2.2.2 Chemikalien

Tabelle 3. Liste der verwendeten Chemikalien.

Chemikalien Hersteller

25x complete protease inhibitor Roche diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland;
Ammoniumpersulfat Fluka, Hamburg, Deutschland,

BSA bovine serum albumin Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe, Deutschland,;
Dimethylsulfoxid Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe, Deutschland;
Essigsaure Merck, Darmstadt, Deutschland;

Ethanol Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe, Deutschland,;
Glycin Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe, Deutschland;
Isopropanol Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe, Deutschland;
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Milchpulver Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe, Deutschland;

Methanol Merck, Darmstadt, Deutschland,;

NaCl Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe, Deutschland,;
p-Comarinsaure Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA;

PAA Polyacryl Saure Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe, Deutschland,;

PageRuler™ Prestained Protein Ladder Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland,;

Pierce BCA Protein Assy Kit Thermo Scientific, Rockford, USA;

Ponceau-S Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA;

Rotiload 1 Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe, Deutschland,;
SDA (Natriumdiacetat) Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe, Deutschland,;
SDS (Natriumaurylsulfat) Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe, Deutschland;
TEMED (Tetramethylethylendiamin) Bio Rad, Minchen, Deutschland;
Tetramethylethylendiamin Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe, Deutschland;

TRIS (Tris(hydroxymethyl)-aminomethan) Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe, Deutschland;

Triton X-100 Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe, Deutschland;
Tween 20 Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe, Deutschland;
Wasserstoffperoxid Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe, Deutschland;

2.2.3 Lo6sungen

Alle unten aufgelistete Losungen wurden im Labor selbst hergestellt.

Lysepuffer (RIPA — Puffer: Radio Immuno Precipitation Assay Buffer)

e 50 mM Tris pH 8,5

e« 150 mM NacCl

e 0,5% (w/v) SDA

e 0,1% (v/iv) SDS

e 1% (v/v) Triton X-100

e 2x Roche complete protease inhibitor

e 0,5ml0,3% (w/v) Natriumazid

e 3,45 ml MQ-H20 (mittels Milli-Q Purification System aufbereitetes Wasser)
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Western Blot Gele:

Trenngelpuffer (1,5M Tris, pH 8,8)

e 36,6 gTris
e 200 ml MQ-H20

« auf pH 8,8 einstellen, autoklavieren, kuhl lagern
Sammelgelpuffer (1,0 M Tris, pH 6,8)

e 12,129 Tris
e 100 ml MQ-H20

« auf pH 6,8 einstellen, autoklavieren, kiihl lagern

TBS-T Puffer (Tris buffered Saline-Tween)

e 20mM Tris

e 140mM NacCl

e 0,1% v/v Tween 20
e pPH7,6

Transfer-Puffer

e 184mM Glycin
o 24mM Tris
e 20% v/v Methanol

Elektrophorese-Puffer

e 25mM Tris
e« 250 mM Glycin
e 0,1% SDS
e Aqua bidest.
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Stripping-Puffer

e 25mM Glycin
e 1% (w/v) SDS
e pH2

Ponceau-Lésung

e 0,1% (w/v) Ponceau-S

e 2ml 100% (v/v) Essigsaure

ECL-Mix (Enhanced Chemiluminescence)

Solution 1

e 1 ml Luminol (0,8858g in 20 ml Dimethylsulfoxid)

e 440 pl p-Comarinsaure (0,29569 in 20 ml Dimethylsulfoxid)
e 1M Tris-HCI pH 8,5

e 88,5mlH20

e in einem lichtundurchlassigen Gefal3 aufbewahren

Solution 2
e 64 ul H202
e 10ml1M TrispH 8,5
e 90 mlH20

e in einem lichtundurchlassigen Gefal3 aufbewahren
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2.2.4 Antikorper

Tabelle 4. Liste der verwendeten Antikorper.

Antikorper Hersteller

PPAR-y sc-7196, H-100, rabbit Santa Cruz Biotech, Kalifornien, USA
anti Actin, A5060, polyclonal rabbit ~ Sigma Aldrich Corp., St. Louis, USA

goat anti rabbit IgG-HRP, sc-2054 Santa Cruz Biotech, Kalifornien, USA

2.3 Methoden

Zur Quantifizierung der PPARy Konzentration in der Plazentaprobe wurde nach der
Proteinisolation eine Western Blot-Untersuchung durchgefihrt. Jede Probe wurde

doppelt aufgetragen und die Prozedur mindestens zweimal durchgefihrt.

2.3.1 Proteinextraktion

Aus jeder tiefgefrorenen Plazentaprobe wurde mittels Skalpells eine mdglichst
identische ca. 1 Gramm schwere Probe entnommen. Zur weiteren Verarbeitung, nach
Behandlung mit flissigem Stickstoff, wurden die Proben in einem Morser zerkleinert.
Zu jeden 100 mg Probematerial figte man 1 ml RIPA-Lysepuffer mit
Proteinaseinhibitor bei. Mit Vortex wurden die Proben gut durchgeschuttelt und danach
einer Ultraschall-Behandlung ausgesetzt (5 Durchgange, je 3 mal 10 Sekunden pro
Durchgang). Es folgte eine 10-mindtige Inkubation bei Raumtemperatur. Anschliel3end
wurden die Proben bei 12000 rpm 12 Minuten zentrifugiert und der Uberstand
abpipettiert. Der Gesamtproteingehalt wurde mittels Bicinchoninsaure Protein Assay
Kit photometrisch bestimmt. Es wurden so durch Verdiinnung mit MQ-H20 Proben mit
5 pug/ml Gesamtproteinkonzentration hergestellt. Zuletzt wurde ein Standardmix aus
aquivalenten Anteilen aller Proben hergestellt, der in weiterer Folge zur Normalisierung
der Western Blot Ergebnisse diente. Die einzelnen Proben, wie auch der Standardmix

wurden bei minus 20 Grad Celsius gelagert.
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2.3.2 Western Blot

Die Proteinproben wurden durch die Western Blot-Methode auf Grund ihres
Molekulargewichts aufgetrennt. Das Molekulargewicht von PPAR-gamma betréagt
57,62 Da, das von Aktin 42 Da.

2.3.2.1 Vorbereitung

Zunachst wurden die Glasplatten, Spacer und Kamme mit 48 Taschen mit Ethanol
gereinigt. Nach dem Zusammenbau der Gel-Halterung wurden 25 ml des 10%igen
Trenngels eingegossen und anschlielRend mit 0,5 ml Isopropranolol Gberschichtet, um
den Kontakt mit Sauerstoff zu vermeiden und eine glatte Gelkante zu erhalten. Nach
60-mindtiger Polymerisation bei Raumtemperatur konnte der Isopropranolol
abgegossen werden. Das Sammelgel wurde aufgetragen, die Kdmme eingesetzt und

das Ganze fur weitere 30 Minuten zur Polymerisation gelassen.

2.3.2.2 Elektrophorese

Die Proben wurden auf Eis aufgetaut, danach jeweils jeder Probe 15 pl entnommen
und mit 7,5 pl H20 und 7,5 pl reduzierendem Ladepuffer (Rotiload 1, Roth) versetzt.
Aus dem Standardmix wurde eine Probenreihe mit aufsteigender Konzentration (20,
25, 30, 35, 40 I Protein/ml) hergestellt. Diese wurde ebenso wie die
Untersuchungsproben mit dem Ladepuffer versetzt. Die Proben wurden gevortext, 5

Minuten bei 95°C inkubiert, auf Eis heruntergekuihlt und dann noch kurz abzentrifugiert.

Von jeder Probe wurde je 12 ul doppelt aufgetragen. Bei Benutzung von Kdmmen mit
48 Taschen konnte man so pro Gel nach der Standardreihe stets 15 Proben auftragen.
Zwischen der Standardreihe und den zu untersuchenden Proben verwendete man zur
besseren Orientierung ein Molekulargewicht-Marker (Page Ruler). In die

Elektrophoresekammer wurde ein Elektrophoresepuffer eingebracht.

Die Elektrophorese wurde im Kihlraum bei 4°C durchgefihrt, fir 30 Minuten unter der

Spannung von 80 Volt und danach fiir 2 Stunden 30 Minuten unter 110 Volt.
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2.3.2.3 Blotten

In dem Semi-Dry Blott wurden die Proteine vom Gel auf eine Nitrozellulosemembran
Ubertragen. Filterpapier (Whatman-Paper) und Nitrozellulosemembranen wurden auf
5,5 x 18 cm zugeschnitten. Die Nitrozellulosemembran wurde vor Inkubation im
Transferpuffer fur 2 Minuten in destilliertem H,O aktiviert. Danach wurden Membran,
Filterpapier sowie die aus der Elektrophorese entnommenen Gele separat fur 10
Minuten im Transferpuffer bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend stellte man
aus den Elementen ein Sandwich zusammen, welches sich aus zwei Filterpapieren,
einer Nitrozellulosemembran, Elektrophorese-Gel und erneut zwei Filterpapieren

zusammensetzte. Der Blot dauerte eine Stunde bei konstanter Spannung von 25 V.

2.3.3 Proteinidentifikation

Zur optischen Blot-Kontrolle wurde eine Ponceau-S Farbung durchgefuhrt. Danach
wurde die Nitrozellulosemembran dreimal im destilliertem H20 gespdult, anschlielend
dreimal 5 Minuten in TBS-T gewaschen und 1 Stunde in 5% TBS-T-Milch geblockt.
Nach erneutem dreimaligem Waschen fir je 5 Minuten in TBS-T wurde die Membran
mit primarem Antikérper bei 4 °C Uber Nacht inkubiert (1:20000 in 5% TBS-T-Milch,
PPAR-y sc-7196, H-100, rabbit). Am nachsten Tag wurde die Membran dreimal je 10
Minuten in TBS-T gewaschen und danach fur 1 Stunde bei Raumtemperatur mit
sekundarem Antikdrper (1:10000 in 4% bovinem Serumalbumin in TBS-T, goat anti
rabbit IgG-HRP, sc-2054) inkubiert. Danach erfolgte eine erneute dreimalige
Waschung je 10 Minuten in TBS-T.

Zur Visualisierung wurde die Membran fur 3 Minuten in einem ECL-Mix aus ECL
Solution 1 und 2 im Verhaltnis 1:1 getrankt. Danach wurde die Membran zusammen
mit einem Film in die Kodak® Filmkassette gelegt und belichtet. Die Entwicklung

erfolgte mit Hilfe eines vollautomatischen Entwicklers.

Im letzten Schritt wurde die Membran erneut dreimal je 10 Minuten in TBS-T
gewaschen, 30 Minuten bei 50° Wasserbad nach Zugabe von 50 ml Stripping Puffer
behandelt. Nach erneutem Waschen dreimal je 10 Minuten in TBS-T folgte die
einstindige Blockung in 5% TBS-T-Milch. Danach wusch man die Membran dreimal 5
Minuten in TBS-T und inkubierte 1 Stunde bei Raumtemperatur mit dem priméren
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Antikdrper (1:100 000 in 5% TBS-T-Milch, anti Actin, A5060, polyclonal rabbit).
Anschlie3end wurde dreimal je 10 Minuten in TBS-T gewaschen und erneut 1 Stunde
bei Raumtemperatur mit sekundarem Antikoérper inkubiert (1:10000 in 4% bovinem
Serumalbumin in TBS-T, goat anti rabbit IgG-HRP, sc-2054). Schliel3lich folgte die
letzte Waschung dreimal je 10 Minuten in TBS-T, Trankung fir 3 Minuten im ECL-Mix
und Anfertigung der Fotos.

2.3.4 Auswertung

Die Fotos wurden mit einem Scanner (Canon, CanoScan 4400F, Auflosung 600 dpi)
eingescannt. Die densitometrische Auswertung erfolgte mit AlphaEase FC Software,
Version 3.1.2. durch die Ermittlung der Signalintensitat der Protein-Bander (fir PPAR-
gamma 57,62 kDa und fur Aktin 42 kDa) als IDV (integrated density value,
Signalintensitat der Protein-Bander) bezeichnet.

- - B ——
57,6--......-.-.-!-—-----—---

kDa

Abbildung 5. Beispielbild des PPARY.

42 -—--n.. - - - " E ¥ = =

kDa
Standardreihe Proben in doppelter Auftragung

Abbildung 6. Beispielbild des Aktins.

In Open Office™ wurden Tabellen erstellt, in welchen die ermittelten IDV-Werte
eingetragen wurden. Zur weiteren Auswertung wurden die Referenzgeraden der
Probenreihen generiert. Letztere sind bei jedem Western-Blot-Durchgang in
aufsteigender Konzentration aus dem Standardmix aufgetragen und mituntersucht

worden.
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In weiterer Analyse wurde vom IDV-Wert der untersuchten Protein-Bander die Summe
der Flache der vermessenen Bande und der durchschnittlichen Signalintensitat des
Hintergrundes subtrahiert. Weiter wurde von dem erhaltenen Wert der y-
Achsenabschnitt n abgezogen und durch den linearen Faktor m der Geradengleichung
dividiert. So konnten die einzelnen Werte der Zielproteine mit der Standardreihe
abgeglichen und so die variablen Bedingungen der Untersuchungen ausgeglichen

werden.

Bei Aktin wurden die Werte nach der gleichen Methode errechnet. Da die
Aktinkonzentration konstant sein sollte, wurde im letzten Schritt der oben errechnete
Wert der Zielproteine durch den von Aktin dividiert und somit die relative Konzentration

der Zielproteine bestimmt.

2.3.5 Statistik

Die statistische Auswertung umfasste initial eine Priufung der Daten auf
Normalverteilung mit Hilfe des Kolmogorov Smirnov Tests. Da die plazentare
Expression von PPARYy in der Kohorte nicht normalverteilt war, wurden alle weiteren
Analysen mit nicht-parametrischen Tests durchgefuhrt. Fur Korrelationsanalysen
wurde der Spearman’'sche Rangkorrelationskoeffizient bestimmt. Um etwaige nicht
lineare Zusammenhange darstellen zu kénnen wurden verschiedene Parameter in
Quantilen eingeteilt und die plazentare PPARy-Expression innerhalb dieser Quantile
verglichen. Zu diesem Zweck wurde der parameterfreie Kruskal-Wallis-Test
angewandt. Fur den Vergleich von nur zwei Gruppen wurde der Mann-Whitney-U-Test
angewandt. Ein p-Wert <0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen. Die
statistische Auswertung und graphische Darstellung der Daten wurde mit IBM® SPSS®

Version 20 und GraphPad Prism 6 durchgeflhrt.
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3 Ergebnisse

3.1 Charakteristika der Studienpopulation

In Tabelle 5 und 6 befinden sich die deskriptiven Charakteristika der untersuchten
Kohorte, jeweils dargestellt fur Mutter und Kind. Die Tabelle Z stellt die Anzahl der
untersuchten Plazenten und die relative Proteinkonzentration von PPARy (nach

Abgleich zur Aktinkonzentration) dar.

Tabelle 5. Charakteristika der Mitter.

Parameter der Mutter Mittelwert SD Anzahl

Alter (Jahre) 30,6 59 (n =325)
Grofe (cm) 167,5 +6,9 (n=280)
BMI zu Beginn der Schwangerschaft 23,6 4,2 (n=319)
BMI im 3. Trimenon 27,8 +4,3 (n=320)
Primigravida (%) 48,3 (n=157)
Rauchen

- vor/wahrend der Schwangerschaft (%) 33,8 (n=110)
- wahrend der Schwangerschatft (%) 16,9 (n=55)
- Packyears vor der Schwangerschaft 3,1 6,5 (n =322)

Hypertonus anamnestisch

- vor der Schwangerschatt (%) 3,1 (n=10)
- wahrend der Schwangerschaft (%) 3,7 (n=12)
- vor und wahrend der Schwangerschaft (%) 5,8 (n=19)
- in der Familie (%) 37,4 (n=119)

Diabetes mellitus

- vor der Schwangerschaft (%) 0,6 (n=2)
- wahrend der Schwangerschatft (%) 3,7 (n=12)
- in der Familie (%) 35,2 (n=114)
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Tabelle 6. Charakteristika der Kinder.

Parameter des Kindes Mittelwert SD Anzahl
Gestationsalter bei Geburt (Wochen) 38,8 +1,9 (n=321)
Frihgeburtlichkeit (%) 9,3 (n =30)
Plazentagewicht (g) 596,37 +142,36 (n=292)
Geburtsgewicht (g) 3428,56 +603,5 (n=325)
Geburtsgewicht < 25009 (%) 6,8 (n=22)
Geburtsgewicht = 45009 (%) 4,3 (n=14)
Geburtsgewicht >2500g und <4500g (%) 88,9 (n=289)
Geburtslange (cm) 50,98 +2,77 (n=325)
Kopfumfang (cm) 34,9 +1,69 (n=317)
Geschlecht des Kindes m/w (%) 51,2/48,8 (n =166/158)
Geburtsmodus
- spontan (%) 59,9 (n=194)
- vaginale OP (%) 8,6 (n=28)
- Sectio caesarea (%) 31,5 (n=102)
APGAR 5 Minuten 9,33 +0,88 (n =324)
APGAR 10 Minuten 9,68 + 0,59 (n =323)
pH (Nabelarterie) 7,29 + 0,08 (n=324)

Tabelle 7. Proteinkonzentration der Plazenten.

Relative Proteinkonzentrationen der untersuchten Plazenten (Abgleich Uber
den Aktingehalt der Probe)

PPAR-gamma 1,08 £ 0,30 (n = 325)

Daten + Mittelwert der Standardabweichung; n, Anzahl der Plazenten mit positiver Proteinbestimmung;
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3.2 Zusammenhang zwischen plazentarer PPARy-Konzentration und
mutterlichen Parametern

3.2.1 PPARYy und Rauchen

In der untersuchten Population hatten 33,8% der Mitter vor und 16,9% noch wéhrend
der Schwangerschaft geraucht. Die Auswertung ergab keinen signifikanten
Unterschied in der plazentaren PPARy-Proteinkonzentration in Abhangikeit vom
Raucherstatus der Mutter. Nichtraucherinnen wiesen eine mediane plazentare
PPARYy-Proteinkonzentration von 1,012 (Min. 0,29; Max. 2,556), Raucherinnen eine
mediane plazentare PPARy-Proteinkonzentration von 1,083 (Min. 0,745; Max. 1,987)
auf (p=0,40).

PPARY - Rauchen wéhrend der Schwangerschaft

Relative plazentare PPARy-Konzentration

Nichtraucherinnen Raucherinnen

Abbildung 7. Relative plazentare PPARy-Konzentration abhangig vom Raucherstatus der Mutter. Box-
Whisker-Plot mit Angabe des Medianwerts (Mittellinie), des Interquartilenabstandes (Kasten) und des

Minimal- und Maximalwertes (Balken).
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3.2.2 PPARYy und Diabetes mellitus

In der Studienkohorte wurde bei 3,7% der Probandinnen ein Gestationsdiabetes
diagnostiziert. Bei 0,6% der Mitter bestand Diabetes mellitus bereits vor der
Schwangerschaft. Eine positive familiare Anamnese fur Diabetes mellitus war bei
35,2% der befragten Miitter vorhanden. Es wurden 2 Gruppen verglichen: Matter mit
Diabetes vor und wahrend der Schwangerschaft und Mutter, welche nicht an Diabetes
erkrankt waren. Die statistische Auswertung ergab keine signifikanten Unterschiede in
der plazentaren PPARy-Proteinkonzentration (p=0,91). Die mediane plazentare
PPARYy-Proteinkonzentration von Muttern mit Diabetes mellitus betrug 1,018 (Min.
0,632; Max. 1,369), bei nicht an Diabetes erkranken Muttern betrug diese 1,019 (Min.
0,29; Max. 2,556).

PPARYy - Diabetes wahrend der Schwangerschaft

Relative plazentare PPARy-Konzentration

Kein Diabetes Dial:;etes

Abbildung 8. Relative plazentare PPARy-Konzentration abhangig vom Leiden an Diabetes mellitus der
Mutter. Box-Whisker-Plot mit Angabe des Medianwerts (Mittellinie), des Interquartilenabstandes

(Kasten) und des Minimal- und Maximalwertes (Balken).

3.2.3 PPARYy und systolischer/diastolischer Blutdruck

3,1% der Miutter berichteten Uber bekannten Hypertonus schon vor der

Schwangerschaft. Bei 3,7 % bestand der Hypertonus auch wahrend der
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Schwangerschaft. Eine positive familidare Anamnese fur arterielle Hypertonie wurde bei
37,4% festgestellt. Um zu untersuchen, ob Zusammenhange zwischen maternalem
Blutdruck und plazentarer Konzentration von PPARy bestehen, wurde eine
Korrelationsanalyse durchgefihrt. Diese zeigte keine signifikante Korrelation mit
matterlichen systolischen Blutdruckwerten im dritten Trimenon (p=0,608, R=0,029,
n=323). In einer weiteren Analyse wurden die Mutter anhand ihrer Blutdruckwerte in
Quintilen aufgeteilt und die jeweiligen Medianwerte der plazentaren PPARy-
Konzentration verglichen. Auch in dieser Analyse zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede (p=0,44).

PPARYy - Systolischer Blutdruck im 3. Trimester

Relative plazentare PPARy-Konzentration

Systolischer Blutdruck im 3.Trimester in Quintilen

Abbildung 9. Die relative plazentare PPARy-Konzentration und der systolische Blutdruck im 3.
Trimenon in Quintilen dargestellt. Box-Whisker-Plot mit Angabe des Medianwerts (Mittellinie), des

Interquartilenabstandes (Kasten) und des Minimal- und Maximalwertes (Balken).
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Eine weitere Analyse mit diastolischen Blutdruckwerten der Mutter im dritten Trimenon
wurde durchgefihrt. Auch hier zeigte sich keine signifikante Korrelation zwischen
plazentarer Konzentration von PPARy mit mutterlichen diastolischen Blutdruckwerten
(p=0,218, R=0,069, n=323). Darlber hinaus wurden die Mitter anhand ihrer
diastolischen Blutdruckwerte erneut in Quintile aufgeteilt und die jeweiligen
Medianwerte der plazentaren PPARy-Konzentration verglichen. Auch in dieser

Analyse zeigten sich keine signifikanten Unterschiede (p=0,72).

PPARY - Diastolischer Blutdruck im 3. Trimester

Relative plazentare PPARy-Konzentration

Diastolischer Blutdruck im 3.Trimester in Quintilen

Abbildung 10. Die relative plazentare PPARy-Konzentration und der diastolische Blutdruck im 3.
Trimenon in Quintilen dargestellt. Box-Whisker-Plot mit Angabe des Medianwerts (Mittellinie), des

Interquartilenabstandes (Kasten) und des Minimal- und Maximalwertes (Balken).
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3.2.4 PPARYy und BMI

Der BMI-Mittelwert, errechnet zu Beginn der Schwangerschatft fir 319 Probandinnen,
betrug 23,6 (£ 4,2), der minimale Wert 15,3 und der maximale 38,5. Es konnte keine
statistisch  signifikante = Korrelation  zwischen der plazentaren PPARy-
Proteinkonzentration und dem BMI festgestellt werden (p=0,887, R=0,008, n=319).

Ferner wurden die Matter wiederum anhand ihrer BMI-Werte in Quintilen eingruppiert
und die Medianwerte der plazentaren PPARy-Proteinkonzentration verglichen. Es

konnten keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden (p=0,94).

PPARy - BMI der Mutter

Relative plazentare PPARy-Konzentration

1 2 3 4 5
BMI der Mutter in Quintilen

Abbildung 11. Die relative plazentare PPARy-Konzentration in Quintilen dargestellt, in denen die
Miitter nach BMI-Wert vor der Schwangerschaft eingruppiert sind. Box-Whisker-Plot mit Angabe des
Medianwerts (Mittellinie), des Interquartilenabstandes (Kasten) und des Minimal- und Maximalwertes
(Balken).
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Desweiteren analysierten wir die BMI-Werte der Mutter im 3. Trimenon. In der
Auswertung konnte auch hier keine statistisch signifikante Korrelation zwischen der
plazentaren PPARy-Proteinkonzentration und dem BMI im 3. Trimenon festgestellt
werden (p=0,336, R=0,054, n=320). Anschlief3lich wurden die Mitter erneut anhand
ihrer BMI-Werte in Quintilen eingruppiert und die Medianwerte der plazentaren
PPARYy-Proteinkonzentration verglichen. Es konnten auch hier keine signifikanten

Unterschiede festgestellt werden (p=0,33).

PPARy - BMI der Mutter

Relative plazentare PPARy-Konzentration

1 2 3 4 5
BMI der Mutter in Quintilen

Abbildung 12. Die relative plazentare PPARy-Konzentration in Quintilen dargestellt, in denen die Mtter
nach BMI-Wert im 3. Trimenon eingruppiert sind. Box-Whisker-Plot mit Angabe des Medianwerts

(Mittellinie), des Interquartilenabstandes (Kasten) und des Minimal- und Maximalwertes (Balken).

3.2.5 PPARYy und Alter

Das Durchschnittsalter der untersuchten Mutter betrug 30,6 (£ 5,9) Jahre. Die jingste

Teilnehmerin der Studie war 14,8 und die alteste 45,1 Jahre alt. Die erste statistische
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Analyse ergab keinen signifikanten Zusammenhang zwischen dem Alter der Mutter
und der plazentaren PPARYy-Proteinkonzentration (p=0,24, R=-0,065, n=325).

In einer weiteren Auswertung, in der die Mitter nach dem Alter in Quintile aufgeteilt
wurden, wurden die Medianwerte der plazentaren PPARYy-Proteinkonzentration
analysiert. Auch hier konnten keine statistisch signifikanten Zusammenhange
festgestellt werden (p=0,0526). Es zeigte sich lediglich ein Trend mit hdheren
plazentaren PPARy-Proteinkonzentration-Werten in den mittleren Gruppen.

PPARYy - Alter der Mutter

Relative plazentare PPARy-Konzentration

o

Alter der Mutter in Quintilen

Abbildung 13. Die relative plazentare PPARy-Konzentration in Quintilen dargestellt, in denen die
Miitter nach Alter eingruppiert sind. Box-Whisker-Plot mit Angabe des Medianwerts (Mittellinie), des

Interquartilenabstandes (Kasten) und des Minimal- und Maximalwertes (Balken).
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3.3 PPAR-Gamma und die Korrelation mit kindlichen Parametern

3.3.1 PPARYy und Geburtsgewicht

Das niedrigste Geburtsgewicht betrug 930 g, das hochste 5170 g. Der Mittelwert
betrug 3428,5 g (£ 603,5 g). Die Analyse der Daten ergab keine Korrelation zwischen
dem Geburtsgewicht des Kindes und der plazentaren PPARYy-Proteinkonzentration
(p=0,438, R=-0,043, n=325).

In weiterer Auswertung wurden die Daten in 3 Gruppen nach dem Geburtsgewicht
aufgeteilt. Geburtsgewicht < 2500g (n=22), Geburtsgewicht = 4500g (n=14) und
Geburtsgewicht >2500g und <4500g (n=289). Die Einteilung erfolgte nach der
internationalen statistischen Klassifikation der Krankheiten und verwandter
Gesundheitsprobleme, 10. Revision (ICD-10-WHO) 2013. Innerhalb der Gruppen
wurden die Medianwerte der plazentaren PPARy-Proteinkonzentration analysiert. Es

konnten keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden (p=0,82).

PPARYy - Geburtsgewicht

Relative plazentare PPARy-Konzentration

< 2500 2501-4499 > 4500
Geburtsgewicht gruppiert

Abbildung 14. Die relative plazentare PPARy-Konzentration bei verschiedenen Geburtsgewichten.
Box-Whisker-Plot mit Angabe des Medianwerts (Mittellinie), des Interquartilenabstandes (Kasten) und
des Minimal- und Maximalwertes (Balken).
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3.3.2 PPARYy und Gestationsalter

Das Gestationsalter betrug bei der Geburt im Durchschnitt 38,8 Wochen (x 1,9). Das
jungste Kind wurde in der 28 Woche und das alteste in der 42 Woche geboren. Es
konnte kein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen Gestationsalter und der
plazentaren PPARy-Proteinkonzentration festgestellt werden (p=0,077, R=0,099,
n=321). Nach weiterer Analyse der Daten wurde die Kohorte der Neugeborenen in 3
Gruppen aufgeteilt. Erste Gruppe mit Neugeborenen im Gestationsalter unter 37
Wochen (n=30, Friihgeborene) Die zweite mit Neugeborenen im Gestationsalter 37
bis 40 Wochen (n=249, Termingeborene). Die letzte Gruppe mit Neugeborenen im
Gestationsalter Uber 40 Wochen (n=42, tiber den Entbindungstermin geborene). Des
Weiteren wurden die jeweiligen Medianwerte der plazentaren PPARYy-
Proteinkonzentration in den Gruppen verglichen. Auch hier ergab die Analyse der
Gruppen keine signifikanten Unterschiede (p=0,26).

PPARY - Gestationsalter

Relative plazentare PPARy-Konzentration

<37 37-40 >40
Gestationsalter in Wochen

Abbildung 15. Die relative plazentare PPARy-Konzentration abhéngig vom Gestationsalter. Box-
Whisker-Plot mit Angabe des Medianwerts (Mittellinie), des Interquartilenabstandes (Kasten) und des

Minimal- und Maximalwertes (Balken).
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3.3.3 PPARYy und weitere kindliche Parameter

Wir untersuchten auch weitere kindliche Parameter, welche auf den Zustand des
Kindes unmittelbar nach der Geburt schlie3en lassen und deren Zusammenhange mit

der plazentaren PPARy-Proteinkonzentration.

Der Mittelwert des Kopfumfangs bei den Neugeborenen betrug 34,9 cm (£1,69,
n=317). Die plazentare PPARYy-Proteinkonzentration zeigte keine signifikante
Korrelation mit der Grol3e des Kopfumfangs des Kindes (p=0,74, R=-0,019, n=317).

In den ersten 10 Minuten nach der Entbindung kbénnen schon wichtige Hinweise auf
die Anpassung des Neugeborenen an die neue Umwelt gemessen werden. Zu den am
haufigsten direkt postnatal gemessenen Parametern gehdren der APGAR-Wert und

der pH aus dem Blut der Nabelschnur-Arterie.

Der pH der Neugeborenen betrug im Durchschnitt 7,29 (0,08, n=324), der niedrigste
Wert betrug 6,98, der hochste 7,47. Ein signifikanter Zusammenhang zwischen pH-
Wert und der plazentaren PPARy-Proteinkonzentration konnte jedoch nicht festgestellt
werden (p=0,4, R=-0,046, n=324).

APGAR-Werte nach 5 Minuten betrugen bei den Neugeborenen im Durchschnitt 9,33
(x0,88), der niedrigste Wert betrug 5. In der Auswertung zeigte die plazentare PPARy-
Proteinkonzentration keine signifikante Korrelation mit den in der APGAR-Skala
erzielten Werten (p=0,764, R=0,017, n=324).

APGAR-Werte lagen nach 10 Minuten im Durchschnitt bei 9,68 (x0, 59), der niedrigste
Wert betrug 7. Die plazentare PPARy-Proteinkonzentration zeigte keine signifikante
Korrelation mit den mittels APGAR-Skala erzielten Werten (R=-0,004, p=0,936,
n=323).
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4 Diskussion

Das Ziel dieser Arbeit war es, Zusammenhange zwischen der plazentaren PPARYy-
Proteinkonzentration und biologischen Parametern von Mutter und Kind zu prifen. Zu
den untersuchten maternalen Parameter gehdrten Tabakkonsum, Diabetes mellitus,
BMI und Blutdruckwerte im 3.Trimenon. Die analysierten kindlichen Parameter und die
Surrogatparameter der fetalen Programmierung beinhalteten Geburtsgewicht,
Gestationsalter, Kopfumfang, pH der Arteria umbilicalis und APGAR Score. Nach
sorgfaltiger statistischer Auswertung konnte jedoch keine Assoziation zwischen
maternalen und kindlichen Parametern und der plazentaren PPARy-

Proteinkonzentration festgestellt werden.

4.1 Plazentare PPARy-Konzentration und Parameter der Mutter

Die fetale Versorgung kann durch verschiedene mitterliche Faktoren und
Risikoverhalten beeintrachtigt sein. Es wurde untersucht, ob es einen Zusammenhang
zwischen mutterlichen Parameter und der plazentaren PPARy-Konzentration gibt,
welcher eventuell die Entwicklung der Feten beeinflussen konnte. Hierzu wurden
folgende Daten des standardisierten Interviews bzw. des Mutterpasses untersucht:
das Alter der Mutter, maternaler Tabakkonsum wahrend der Schwangerschatft,
Diabetes, systolische und diastolische Blutdruckwerte im 3. Trimenon und der BMI vor

der Schwangerschatft.

4.1.1 Tabakkonsum der Mutter

Zigarettenrauchen ist eine der altesten Noxen, die im Zusammenhang mit
Schwangerschaft untersucht wurde. Tabakkonsum, wie in multiplen Studien
nachgewiesen, ist mit Fruhgeburtlichkeit, erniedrigtem Geburtsgewicht (SGA-
Neugeborene) und Wachstumseinschankungen verbunden (Suter et al., 2010, Boney
et al., 2005). Der genaue Mechanismus ist hier nicht bekannt. Eine Erklarung bietet
die durch das Rauchen bedingte Vasokonstriktion, welche den Blutfluss in der
uteroplazentalen Einheit drosselt (Wickstrom, 2007) und somit einen direkten Einfluss
auf den Fetus ausibt. Des Weiteren verringert das durch Tabakrauch freigesetzte

Kohlenstoffmonoxid (CO) die Sauerstoffaffinitat der Erythrozyten und steigert somit
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das Risiko einer Hypoxie. Rauchen in der Schwangerschaft reduziert die endotheliale
Produktion von NO und hat somit auch einen direkten stérenden Einfluss auf die
gestorte Vasodilatation der fetalen Gefal3e (Andersen et al., 2009).

Bislang gibt es kaum Studien, die den direkten Zusammenhang zwischen dem
Rauchverhalten der Mutter und der plazentaren PPARy-Konzentration belegen. Eine
der neuesten Arbeiten, die sich mit dem Tabakkonsum der Mutter in der
Schwangerschaft befasst, stellte als erste einen Zusammenhang zwischen diesem
und der plazentaren PPARy-Expression her (Weinheimer et al, 2020). Im
Tierexperiment konnten die Autoren aufzeigen, dass eine Tabakrauchexposition
schwangerer Ratten mit einer erhdhten plazentaren PPARy-Expression korrelierte.
Dieser Effekt konnte jedoch nur in den Plazenten der weiblichen Nachkommen
festgestellt werden. Des Weiteren konnte in den Plazenten der mannlichen
Nachkommen und den Nachkommen selbst ein verdndertes Lipidprofil gemessen
werden. Eine mogliche Erklarung bezieht sich auf die Mediatorenrolle des plazentares
PPARYy in der Aufnahme der Lipide Uber die Plazenta. Die Autoren vermuten hier eine
Adaptationsreaktion des weiblichen Nachkommens auf miutterliche Exposition
gegenuber Tabakrauch (Weinheimer et al., 2020).

Untersuchungen an Makrophagen von Rauchern mit KHK zeigten, dass diese im
Vergleich mit Nichtrauchern mit KHK die niedrigste PPARy-Expression aufwiesen.
Gleichzeitig wurde bei dieser Gruppe die hochste Ausschittung der
proinflammatorischen Zytokine, TNF-a und IL-6, verzeichnet (Amoruso et al., 2007).
PPARY ist ein antiinflammatorischer und anti-atherogener Faktor. Beide Vorgange
spielen in der KHK eine entscheidende Rolle. Rauchen beschleunigt die
Arteriosklerose der Geféal3e, lasst die KHK schneller fortschreiten, verschlechtert die
Herzinsuffizienz und erhdht die Insulinresistenz der Zellen (Benowitz, 2008). Im
Tiermodell wurde der mégliche therapeutische Ansatz dieser Erkenntnisse untersucht.
Nach dreimonatiger Rauchexposition der Ratten wurden deren alveolare
Makrophagen analysiert. Ein Teil der Ratten wurde mit dem PPARy-Agonisten,
Rosiglitazone, vorbehandelt. Dieser konnte der rauchassoziierten Downregulation der
PPARYy-Expression und der Zytokin-ausschittung (IL-8) entgegenwirken (Yin et al.,
2014).

In unserer Studie konnten wir keine Unterschiede zwischen plazentarem PPARy und
dem Rauchverhalten der Mutter feststellen. Eine mogliche Erklarung kdnnte hier die

Dauer und die Menge der Exposition zu Tabakrauch im Vergleich zum Tierexperiment
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sein. Im Vergleich zu den Studien in denen PPARYy-Proteinkonzentration im
menschlichen biologischen Material bestimmt wurde, benutzten wir ein

Plazentazellgemisch und nicht Makrophagen.

4.1.2 Diabetes mellitus der Mutter

Funf bis funfzehn Prozent aller Schwangerschaften sind von Gestationsdiabetes
betroffen. Die moglichen diabetesassoziierten Konsequenzen fur das Neugeborene
sind vielféltig und reichen von Makrosomie, Frihgeburtlichkeit, Hypoglykamie bis zum
Atemnotsyndrom des Neugeborenen (respiratory distress syndrome) (Barnes-Powell,
2007). Schwangerschaftsdiabetes erhéht nicht nur das Risiko einer
Schwangerschaftskomplikation, sondern auch das Risiko des Nachkommens selbst
an Diabetes zu erkranken oder im spateren Leben an Adipositas zu leiden (Clausen
et al., 2007). Hyperglykadmie allein, auch wenn noch kein Schwangerschaftsdiabetes
aufgetreten ist, erhoht deutlich die Wahrscheinlichkeit einen LGA-Neugeborenen zu
gebaren (The HAPO Study Cooperative Research Group, 2008). Schwangere mit
Gestationsdiabetes entwickeln eine ausgepragte Insulinresistenz, was in einer
fortschreitenden Veranderung der Glukosetoleranz und der Erhdéhung des
Insulinspiegels resultiert (Barnes-Powell, 2007). Das miutterliche Insulin ist nicht
plazentagangig. Die Hyperinsulinamie des Fetus entsteht als natirliche Antwort auf
den Kohlenhydratiiberschuss, welcher mit dem miitterlichen Kreislauf transportiert
wird. Die Hyperglykamie beglinstigt eine exzessive Bildung von freien Radikalen
(ROS, RNS), welche die Molekiile schadigen und verandern (Rajdl et al., 2005). Durch
den Kohlenhydrattiberschuss hypertrophieren die Betazellen des Pankreas des Fetus
und es wird somit mehr Insulin und insulin-like growth factors produziert. Dies stimuliert
die Lipid-, Protein- und Glykogen-Synthese, was eine erhdhte Wachstumsrate des

Fetus hervorrufen kann (Kc et al., 2015).

PPARYy reguliert den Lipid- und Glukosestoffwechsel. Sein synthetischer Ligand
Thiazolidinedione und spaterer Derivat Glitazone (Insulin-Sensitizer) aktiviert den
Rezeptor und erhoht so die Sensitivitat der Organe gegentuber dem Insulin, verbessert
den Glukosetransport sowie die Glykogensynthese und hemmt die Glukoneogenese
der Leber (Gastadelli et al., 2006). PPARy aus den Adipozyten reguliert Uber eine
adaquate Sekretion der Insulinmediatoren, den Adipozytokinen, eine optimale

Sensitivitat der peripheren Organe auf Insulin (He et al., 2003). Gestationsdiabetes ist
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einer der Faktoren, der im groften Teil zur Verdnderung des maternalen
metabolischen Milieus beitragt (Lain und Catalano, 2007). Die Hyperglykdmie
begunstigt den oxidativen Stress und den proinflammatorischen Prozess (Jawerbaum
und Gonzalez, 2006). Bei beiden spielt PPARy wichtige Rolle.

Die ersten Untersuchungen von Schwangeren, welche an Diabetes erkrankt waren,
zeigten eine verringerte Expression des plazentaren PPARy bei Gestationsdiabetes
(Jawerbaum et al., 2004). Bei Frauen mit Diabetes mellitus Typ 1 konnte dieser
Zusammenhang jedoch nicht nachgewiesen werden. In beiden Gruppen wurde im
Vergleich zur Kontrollgruppe eine niedrigere Konzentration vom Prostaglandin
15dPGJ2 verzeichnet. 15dPGJ2, ist ein direkter PPARy-Agonist, besitzt eine grol3e
antiinflammatorische Aktivitat und kann nachweislich die Ausschittung der
proinflammatorischen Zytokine hemmen (Lappas et al., 2002). Zudem kann 15dPGJ2
auch die NO Konzentration in der Plazenta verringern (Jawerbaum et al., 2004). NO-
Uberproduktion und eine damit verbundene RNS-Bildung tragt zum oxidativen Stress
und Schadigung der Plazenta bei Diabetes Erkrankten bei (Kossenjans et al., 2000).
In BeWo Zellen, einer trophoblastaren Zellinie, die als in-vitro-Modell der Plazenta
herangezogen wird, fiihrte die Applikation von synthetischen wie auch natirlichen
Agonisten von PPARy zu einer herabgesetzten PPARy-Expression (Knabl et al.,
2014). Weitere Untersuchungen an Frauen mit milder Form des Gestationsdiabetes
ergaben auch eine verringerte Expression des plazentaren PPARy (Gao et al., 2017).
Ein Tiermodell lieferte entgegengesetzte Resultate. Dort wurde eine erhohte PPARYy-
Expression im Plazentagewebe bei diabetischen Ratten festgestellt (Suwaki et al.,
2007). In-vitro-Versuche an BeWo-Zellkulturen in hyperglykdmen Millieu zeigten dort
auch eine erhohte PPARy-Expression. Durch die Gabe des kinstlichen PPARYy-
Agonisten, Rosiglitazone, normalisierte sich die PPARy-Expression (Suwaki et al.,
2007). Im Unterschied zu anderen Studien wurden hier schwere Hyperglykédmien
untersucht. Der Glukosespiegel im Blut der diabetischen Ratten war um das Dreifache
hoher als bei der Kontrollgruppe.

In unserer Studie konnten wir keine Zusammenhange zwischen plazentarer PPARYy-
Konzentration und Gestationsdiabetes feststellen. In der untersuchten Kohorte
entwickelten 3,7% der Schwangeren Diabetes (12 Frauen). Aufgrund dieser
GroRRenunterschiede ist jedoch die Aussagekraft der statistischen Auswertung kritisch
zu betrachten. In vielen Studien wurde auch uber die Konzentration eines PPARYy-

Agonisten auf eventuelle Zusammenhdnge mit plazentaren PPARy geschlossen.
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Diese, wie z.B. 15dPGJ2, wirken jedoch auch unabhéngig von der PPARYy Aktivierung
(Lappas et al, 2002). Die bisher aufgefuhrten Daten zeigen, dass die
Zusammenhange zwischen der plazentaren PPARy-Konzentration  und
Gestationsdiabetes kompliziert sind. Obwohl die Beteiligung des PPARy an den
antiinflammatorischen Prozessen und seine insulimodulierende Wirkung erwiesen
sind, missen die genauen Zusammenhange zu Gestationsdiabetes weiter erforscht

werden.

4.1.3 BMI der Mutter

Der Zusammenhang zwischen mitterlichem Kdrpergewicht und dem Geburtsgewicht
des Kindes wurde schon vor Jahren in Studien belegt (Dougherty und Jones, 1982;
Papathakis et al., 2016). Der Fokus lag zunachst auf Mangelernahrung und dadurch
einhergehendes niedrigeres Kdorpergewicht der Schwangeren, was mit niedrigem
Geburtsgewicht der Kinder assoziiert wurde. In einer rezenteren prospektiven
Kohortenstudie (Gaillard et al., 2013) konnte ein Zusammenhang zwischen BMI der
Mutter und kardiometabolischen Verdnderungen des Nachkommens dargestellt
werden. Kinder der Ubergewichtigen bzw. adiposen Mitter zeigten im Alter von 6
Jahren héhere BMI-Werte, Korperfett- vor allem aber Abdominalfettanteile, systolische
Blutdruckwerte und Insulinblutspiegel und einen niedrigen HDL-Spiegel (high-densitiy
Lipoprotein). Tan et al. (2015) demonstrierte, dass miitterliches Ubergewicht und
Adipositas zur Zeit der Befruchtung, trotz des normalen Geburtsgewicht des
Nachkommen (AGA, appropriate for gestational age) zu spaterem Ubergewicht bzw.
Adipositas fuhren kdnnen. Sie stellten auch fest, dass diese Kinder einen deutlich
erhdhten abdominalen Fettanteil und eine Insulinresistenz aufweisen.

PPARYy wird in grolien Mengen im Fettgewebe exprimiert, spielt dort eine wichtige
Rolle in Differenzierung und Funktion reifer Adipozyten (Rosen et al., 2002), schiitzt
die peripheren Organe vor einem Lipidiiberfluss und verbessert die Glukoseaufnahme
der Zellen Uber Verbesserung der Insulinsensitivitat (He et al., 2003). Adipositas flhrt
zu massiver Vergrél3erung des Fettgewebes, sodass es zur Beeintrachtigung der
Sauerstoffversorgung und Hypoxie des Gewebes kommt. Dies fuhrt zu einer
Fehlfunktion der Adipozyten (Ye et al., 2007). Tatsachlich konnte eine niedrigere
PPARYy-Konzentration im Serum sowie eine niedrigere PPARy mRNA Expression in

den Makrophagen adipdser Probanden nachgewiesen werden (Motawi et al., 2017).
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Ubergewicht der Mutter korrelierte in einer anderen Studie mit ganzem Spektrum an
Veranderungen des Lipidprofils im Serum der Untersuchten schwangeren Frauen,
eine Veranderung der Expression der plazentaren PPARy-Konzentration konnte hier
nicht festgestellt werden (Dubé et al., 2012). In einer anderen Studie konnte jedoch
eine reduzierte plazentare PPARy DNA-Bindung in den Plazenten von Frauen mit
erhohten BMI-Werten festgestellt werden (Lager et al., 2013). Gleichzeitig wurde im
Blutserum der Frauen eine erhéhte Expression des Fettsduretransportersprotein 2
(FATP, fatty acid transport protein) gemessen, welcher bei dem Transport der
Fettsauren in die Zielorgane (Leber) mitbeteiligt ist. Es ist bekannt, dass maternale
Adipositas die plazentale Fettsaureaufnahme beeintrachtigt und sich auch auf den
Lipidhaushalt des Fetus auswirken kann (Dubé et al., 2012).

Im Tierexperiment wurde sowohl eine erhohte PPARy mRNA Expression als auch eine
erhorte PPARy Proteinkonzentration in Plazenten adipdser Schafe nachgewiesen
(Zhu et al., 2010). Die Autoren postulierten hier die Ursache fur erhdohte PPARy
Expression durch die gestiegenen inflammatorischen Prozesse, welche die PPARy
Expression reaktiv hoch reguliert. Ubergewicht bzw. Adipositas fiihrt zu einer
UberschieRenden inflammatorischen Reaktion in der Plazenta (Challier et al., 2008).
Eine andere Ursache fir die erhthte Expression konnte laut Autoren auch die
gestiegene Adipogenese in der Plazenta sein, da PPARy ein Marker fur diesen
Prozess ist.

In dieser Studie sollte ein mdglicher Zusammenhang zwischen der plazentaren
PPARYy-Konzentration und dem Koérpergewicht der Mutter untersucht werden. Es
konnte jedoch keine Korrelation nachgewiesen werden, sowohl fir den BMI vor der
Schwangerschaft, als auch im 3.Trimenon. Auch eine detaillierte Analyse nach
Aufteilung des BMI in Quintile konnte keine Zusammenh&ange nachweisen. In unserer
Untersuchung fokussierten wir uns nur auf die Konzentration des plazentaren PPARy
Proteins. Um die komplizierten Beziehungen und Zusammenhange aufzuspuren ware
wahrscheinlich ein multimodaler Ansatz von Vorteil gewesen, in dem neben der
plazentaren PPARy-Konzentration auch die PPARy DNA-Bindungsaffinitat untersucht

worden waére.
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4.1.4 Blutdruck der Mutter

Chronische Hypertension wahrend der Schwangerschaft erhoht im Vergleich zu der
normotensiven Population den Anteil der LGA- und SGA-Neugeborenen (Frusca et al.,
2017). AulRRerdem stellt die chronische Hypertension ein hoheres Risiko fir eine
vorzeitige Geburt, arteriellen Hypertonus (Tenhola et al., 2006) oder einen spateren
Schlaganfall dar (Kajantje et al., 2009). Lazdam et al. (2010) konnte in seiner Studie
eine beeintrachtigte endotheliale Funktion beim frihgeborenen Nachkommen
hypertensiver Mutter nachweisen. Arterielle Hypertension kann auch eines der
Symptome der Praeklampsie sein. Diese ist mit vielen Komplikationen in der
Schwangerschatft verbunden, von vorzeitiger Geburt bis hin zu erhéhter Mortalitat von
Mutter oder Kind (Berg et al.,, 2003). Bei schwerer Préaeklampsie kann es zur
Wachstumsretardierung des Fetus kommen, was sich im niedrigem Geburtsgewicht
widerspiegelt (Odegard et al., 2000).

PPARYy wird in den GefalRendothellzellen und in der glatten Muskulatur der Gefal3wand
exprimiert, was eine Maoglichkeit direkter Auswirkung des Rezeptors auf den
vaskularen Tonus und den arteriellen Blutdruck nahelegt. Unter Anwendung der ersten
direkten Agonisten von PPARy (Insulin-Sensitizer) bemerkte man eine
blutdrucksenkende Wirkung bei Diabetes Patienten (Ryan et al., 2004). In
Experimenten an Knockout-Tieren resultierte das Fehlen von PPARYy in der glatten
Muskulatur der Gefal3e in einem Umbau der Arterien, oxidativem Stress und einer
fehlerhaften endothelialen Relaxation (Marchesi et al.,, 2012). PPARy ist auch
unmittelbar an den Prozessen beteiligt, welche zur Entwicklung der Praeklampsie
fihren. Eine gestorte Invasion des Trophoblasten verursacht einen insuffizienten
uteroplazentaren Blutfluss und beeintrachtigt damit die Versorgung des Fetus. Es
kommt zu einer plazentaren Hypoxie, welche oxidativen Stress erhoht. Als plazentare
Antwort auf diese Reaktion kommt es zu einer vermehrten Ausschittung
proinflammatorischer Zytokine, die die maternale vaskulare Dysfunktion steigern
(Sharma et al., 2006; Chiaworapongsa et al.,, 2014). Oxidativer Stress und
UberschieRende proimmflammatorische Reaktion der Plazenta kann durch die
Aktivierung des plazentaren PPARYy reduziert werden (Lappas et al., 2002; Jawerbaum
et al. 2004). Im Tiermodell konnte eine reduzierte Proteinexpression des plazentaren
PPARYy bei hypertensiven Ratten festgestellt werden (Mattace Raso et al., 2008).
Gleichzeitig konnte bei den Ratten eine Hochregulierung der iNOS gemessen werden.

Dadurch kann die lokale NO-Produktion erhoht werden, welche den GefalRtonus
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herabsetzt und somit durch Vasodilatation den uteroplazentaren Blutfluf3
aufrechterhalten kann. Hohe NO-Spiegel kdnnen jedoch auch den oxidativen Stress
erhdhen, welcher viele Signalkaskaden beeinflussen kann (Kadam et al., 2015).
Bestimmte Liganden des PPARy kdnnen Uber seine Aktivierung die Produktion des
plazentalen NO verringern (Jawerbaum et al., 2004). In einer anderen Studie wurde
ein praeeklamptischer Zustand simuliert, in welchem der uteroplazentare Blutfluss
chirurgisch reduziert wurde. Diese Ratten entwickelten die klassischen Symptome
einer Praeklampsie mit arterieller Hypertension, endotheliale Dysfunktion und
Proteinurie. Die Gabe des synthetischen PPARy-Agonisten (Rosiglitazone)
verbesserte diese Symptome (McCarthy et al., 2011b). Die Untersuchungen an Frauen
mit Praeklampsie zeigten eine niedrigere Konzentration der PPARy-Aktivatoren im
Serum, was zur verringerten Aktivierung des Rezeptors fuhrte und zur Pathologie der
Praeklamsie beitragen kann (Waite et al., 2005). Dagegen zeigte sich in anderen
Studien kein Unterschied in der plazentaren PPARYy Proteinkonzentration und PPARy
MRNA Expression bei an Praeklampsie erkrankten und gesunden Frauen. Diese
Werte waren jedoch dann erhoéht, wenn die Praeklampsie zusammen mit der
intrauterinen Wachstumsretardierung auftrat (Holdsworth-Carson et al., 2010).

In unserer Studie entwickelten 3,7% (also 12 Mitter) einen Hypertonus wahrend der
Schwangerschatft. Die Studie ergab keinen Zusammenhang zwischen der plazentaren
PPARYy Proteinkonzentration und systolischen bzw. diastolischen Blutdruckwerten der
Matter. Auch die Betrachtung der Quantile beider Werte konnte keine
Zusammenhange nachweisen. Wie bei den zuvor dargestellten Ergebnissen muss
man hier das in unserer Studie sehr kleine Kollektiv der hypertensiven Frauen
beachten. Ein direkter Zusammenhang der Hypertension und der plazentaren PPARYy-
Konzentration ist noch nicht eindeutig in Studien belegt. Aus Untersuchungen der
Aktivatoren bzw. Inhibitoren des PPARYy weil3 man, dass die Veranderung, welche eine
Hypertension in der Schwangerschaft verursachen kann, zumindest abgemildert
werden kann. Weitere Forschung ist hier jedoch nétig. Dabei sollte nicht vernachlassigt
werden, dass der plazentare PPARYy einer Autoregulation unterliegt. Eine Inhibition der
plazentaren PPARYy-Aktivitat mit synthetischen Antagonisten fiihrt zu einer Steigerung
der PPARy-Expression, eine Aktivierung zu deren Herabsetzung (Levytska et al.,
2013).
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4.2 Plazentare PPARy-Konzentration und kindliche Parameter

Zu den messbaren Surrogatparametern der fetalen Programmierung gehéren das
Geburtsgewicht und das Gestationsalter. Diese kdnnen nicht nur das unmittelbare
Neugeborenen-, sondern auch das spatere Erwachsenenleben beeinflussen. Der
wichtigste und bislang am sorgfaltigsten untersuchte Surrogatparameter der fetalen

Programmierung beim Neugeborenen ist das Geburtsgewicht.

4.2.1 Geburtsgewicht

Das Geburtsgewicht gehort zu den ersten und gut beschriebenen Parametern der
fetalen Programmierung. 1989 wurde Barker anhand epidemiologischer Daten darauf
aufmerksam, dass ein niedriges Geburtsgewicht ein Pradikator spéaterer
kardiovaskularer Erkrankungen sein konnte (Barker et al., 1989). Weitere Studien
folgten und bauten diese Hypothese aus (Ravelli et al., 1998, 1999; Wadhawa, 2009).
Heute wissen wir, dass ein niedriges Geburtsgewicht, als potentielle Widerspiegelung
pranataler Ernahrungseinschrankung, mit Diabetes mellitus Typ 2, Insulinresistenz,
Arteriosklerose und anderen Symptomen des metabolischen Syndroms assoziiert ist
(Barker, 2012). Die Hypothese der fetalen Programmierung besagt, dass die
intrauterine Nahrstoffeinschrankung zu permanenter metabolischer Verschiebung in
Richtung einer Insulinresistenz fuhrt. Vereinfacht ausgedrickt ist es das Ziel dieses
Adaptationsmechanismus, den Glukoseverbrauch in der Peripherie zugunsten
lebenswichtiger Organe zu reduzieren (Vejrazkova et al., 2015). Die Umleitung der
Energiereserve in die Lebenserhaltung wird auch durch die Senkung des Blutflusses
in andere, nicht uberlebenswichtige Bereiche erzielt. Es kommt zu vermehrter
Fettgewebesynthese, = Reduktion der quergestreiften  Muskelmasse, der
Knochenmineralisation, der Kapillarisierung peripherer Organe und Gewebe, zu einer
endothelialen Dysfunktion, Reduktion der Nephronenzahl und zur Senkung der
negativen Ruckkopplung der Hypothalamus-Nebennieren-Achse (Barker, 2004).
Diese Veranderungen kénnen eine dauerhafte Modifikation des Metabolismus und des
Blutdruckes von Erwachsenen mitbewirken (Harding, 2001).

An vielen dieser Prozesse ist unmittelbar auch der PPARYy beteiligt. In unserer Studie
wollten wir herausfinden, ob ein moglicher Zusammenhang zwischen der plazentaren
PPARYy-Konzentration und dem Geburtsgewicht existiert. Die erste Analyse zeigte

keine Korrelation. Weitere Untersuchungen, nach Aufteilung der Neugeborenen in 3
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Gruppen nach Geburtsgewicht (2500 g, <2500 g und >4500 g, 24500 g), ergaben
ebenfalls keine signifikanten Unterschiede.

Es gibt bis jetzt nur wenige Studien, welche sich mit einer Korrelation zwischen PPARy
und dem Geburtsgewicht befassten. Diaz et al. (2012) konnten einen Zusammenhang
zwischen der plazentaren PPARy-Expression und dem niedrigem Geburtsgewicht
(definiert als SGA) nachweisen. Die PPARy-Expression bei SGA-Neugeborenen war
zweimal niedriger als bei AGA- und LGA-Neugeborenen. Eine genaue Erklarung daftr
ist immer noch nicht bekannt. Die Autoren vermuteten, dass die Rolle, welche der
PPARYy bei der Plazenta-Entwicklung und beim Lipid- und Glukosehaushalt spielt,
dafir mafRgebend ist. Anhand eines Tiermodells konnte aufgezeigt werden, dass eine
PPARYy-Antagonist-Gabe an trachtige Mause in einem niedrigeren Geburtsgewicht der
Nachkommen im Vergleich zur Kontrollgruppe resultiert (Sevillano et al., 2005). Julian
et al. (2013) untersuchten Schwangere in extremer Hoéhe (>2500 m Uber dem
Meeresspiegel). Dabei konnte gezeigt werden, dass Mitter, die chronisch einer
Hypoxie auf Grund der Hohe ausgesetzt waren, Nachkommen mit leicht reduziertem
Geburtsgewicht im Vergleich zur Kontrollgruppe auf die Welt brachten und eine
reduzierte PPARy-Expression im Blutserum aufwiesen. Die Autoren postulierten vier
Mechanismen, an denen PPARy an der mit Hypoxie verbundenen intrauterinen
Wachstumsretardierung beteiligt sein konnen: gestorte Plazentation, erhéhte
Ausschuttung proinflammatorischer Zytokine, endotheliale Dysfunktion und reduzierte
Verfugbarkeit der fetalen Glukose.

Es gibt einerseits viele Faktoren, welche zum Geburtsgewicht des Kindes beitragen
konnen, PPARYy ist hier nur einer von vielen. Anderseits ist auch die Beteiligung des
PPARy an Wachstumsprozessen des Fetus vielfaltig. Um dies zu erforschen, ware

auch hier eine multimodale Herangehensweise wichtig.

4.2.2 Gestationsalter und andere kindliche Parameter

Frihgeburtlichkeit kann viele Ursachen haben oder auch idiopathisch auftreten.
PPARy nimmt aktiv an Prozessen der Implantation, Plazentation und
Trophoblastendifferenzierung teil (Pavan et al., 2003). Wie wichtig der PPARYy fur die
Entwicklung und Vaskularisierung der Plazenta ist, zeigt ein Tiermodell, in dem die
Nachkommen von homozygot-PPARy-defizienten Mausen schon wahrend der
Embryonalphase aufgrund erheblicher Stérung dieser Prozesse versterben (Barak et

al., 1999). Infektionen, wie etwa eine Amnioninfektion wahrend der Schwangerschatft,
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kénnen auch zu Frihgeburtlichkeit beitragen (Goldenberg et al., 2008). Die Rolle des
PPARy an antiinflammatorischen Prozessen ist in dieser Arbeit schon mehrfach
erdrtert worden. In unserer Untersuchung konnten wir keinen Zusammenhang
zwischen dem Gestationsalter und der plazentaren PPARy-Konzentration feststellen.
Einige Arbeiten zeigen jedoch, dass es hier eine Korrelation gibt. Eine erhéhte
Expression der plazentaren PPARy-Konzentration wurde im Plazentagewebe von
Frauen gefunden, welche vorzeitig (um die ca. 34 Schwangerschaftswoche)
entbunden hatten (Holdsworth-Carson et al., 2009). Diese kénnte laut den Autoren mit
dem vorzeitigen Blasensprung zusammenhangen, welcher zum Teil durch
Apoptoseprozesse und inflammatorische Zytokine initilert wird. Meirhaeghe et al.
(2007) untersuchten eine Population mit einem PPARy-Genpolymorphismus
(Prol2Ala). Sie fanden heraus, dass dieses Allel (Prol2Ala) deutlich haufiger bei
Frihgeborenen aufzufinden ist. In-vitro-Experimente belegten, dass dieser Rezeptor
deutlich weniger transkriptionell aktiv ist als seine regulare Variante und somit in seiner
Funktion behindert ist (Meirhaeghe et al., 2007).

4.3 Limitationen der Arbeit

Diese Arbeit war nur ein Teil einer grof3en, von mehreren Doktoranden betreuten
Studie, deren Ziel es war, mdgliche Zusammenhange zwischen maternalen und
kindlichen Parametern und verschiedenen plazentaren Proteinen zu ermitteln, mit
eventuell weiteren detaillierten Untersuchungen. Bei dieser Arbeit handelt es sich um
eine Assoziationsstudie. Mogliche Zusammenhénge zwischen den klinischen Daten
und der PPARy-Proteinkonzentration kénnten Grundlagen fur weitere Forschung
ermdglichen. Der Aufbau dieser Studie, eine Querschnitts-Assoziationsstudie, erlaubt
es jedoch nicht Aussagen uUber Kausalititen zu treffen, welche weiterfiihrende

Forschung und ein anderes Studiendesign bendtigen wirden.

Die verwendete Methode besteht aus zwei Bausteinen. Im ersten Teil wurden Daten
anhand eines systematischen Interviews erhoben und aus dem Mutterpass
entnommen. Im zweiten Teil wurde die plazentare PPARy-Proteinkonzentration

bestimmt. Durch diesen Studienaufbau ergeben sich mehrere Limitationen.
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Das Interview der teilnehmenden Miutter wurde durch entsprechend geschulter
Mitarbeiter am ersten oder zweiten Tag nach der Entbindung gefihrt. Einige Angaben
kénnten wissentlich oder unwissentlich durch die Angabe sozial akzeptierter
Antworten zur eigenen Person durch die Probandinnen verféalscht worden sein, zum

Beispiel in Bezug auf Rauchverhalten.

Die Materialgewinnung erfolgte durch das Entnehmen der Kotyledonen aus der
Plazenta-Mitte. Es wurde auf moglichst gleich durchblutete Areale geachtet, jedoch
ergab sich diese Einschatzung nur rein makroskopisch durch vorher geschulte
Mitarbeiter. Aus Gewebeproben wurde fur die Proteinextraktion jeweils ein Gramm
entnommen, was trotz gleichbleibender Versuchsdurchfiihrung eine gewisse

Variabilitdt der Gewebestruktur mit sich bringen kann.

Die untersuchte Kohorte war relativ gro3, jedoch der prozentuale Anteil von
Hypertonus und Diabetes Erkrankungen, Uber- oder Untergewicht relativ gering. Die
gemessenen kindlichen Parameter bezogen sich nur auf die direkte Phase nach der
Geburt. Viele Veranderungen im Rahmen der fetalen Programmierung, die PPARy-
relevant sind, treten jedoch in spateren Lebensphasen auf. Die Messung der PPARYy-
Proteinkonzentration bezog sich ausschliel3lich auf die Plazenta und nur zum Zeitpunkt
der Geburt. Somit wissen wir nicht, wie sich dieser Parameter in frihen Phasen der
Schwangerschaft gestaltete und welche Auswirkung er auf die kindlichen Parameter
hatte.
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