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Abstrakt

Man vermutet, dass hypertensive Erkrankungen in der Schwangerschaft unter anderem durch
Storungen der miitterlichen Immuntoleranz gegeniiber dem Feten sowie durch Stérungen der
Plazentaentwicklung und -perfusion ausgelost werden. In zahlreichen Studien wurde der
Verdacht geduBert, dass Polymorphismen im Gen der endothelialen NO-Synthase eine Rolle
bei der Entstehung von Gestationshypertonus und Praeklampsie spielen konnten. Ziel dieser
Dissertation war es, den Einfluss des eNOS 4 a/b Genpolymorphismus auf Maker der
Prieklampsie wie Blutdruck, Proteinausscheidung und Odembildung in der Schwangerschaft
zu untersuchen. Es erfolgte die Typisierung des eNOS Polymorphismus im Intron 4 a/b mit
Hilfe der Polymerasekettenreaktion (PCR). Es konnte anhand einer groB3en Teilnehmerzahl an
schwangeren Kaukasierinnen (n=2186) gezeigt werden, das der untersuchte
Genpolymorphismus eNOS Intron 4 a/b allein keinen signifikanten Einfluss auf die
Blutdruckregulation, die Proteinausscheidung und die Entwicklung von Odemen wihrend der
Schwangerschaft ausiibt. Des Weiteren konnten wir in unserer Studie keinen Zusammenhang
zwischen dem untersuchten maternalen Polymorphismus der endothelialen NO-Synthase
Intron 4 a/b und dem kindlichen Geburtsgewicht im Sinne der ,,advanced fetal programming
hypothesis® feststellen. Im Gegensatz zu pathophysiologischen Gesichtspunkten und den
Ergebnissen von zahlreichen kleineren Studien, scheinen die Auswirkungen des eNOS
Genpolymorphismus im Intron 4 a/b allein nicht stark genug zu sein, um messbare

Verdnderungen bei Schwangeren und ihren Neugeborenen zu verursachen.



Abstract

Impact of eNOS polymorphism in intron 4 a/b on blood pressure, protein excretion,

new-onset peripheral edema and fetal birth weight during pregnancy

Impaired maternal immune tolerance towards the fetus and impaired placental development
and perfusion are postulated to play a role in the pathophysiology of hypertensive diseases in
pregnancy. Our study was performed in order to analyze the impact of the eNOS intron 4 a/b
genpolymorphism, assumed to be involved in placentation and hemodynamics, on markers of
preeclampsia like blood pressure, protein excretion and edema. A large number of Caucasian
women (n=2186) were included into our study after delivery and genotyped for the
endothelial nitric oxide synthase gene polymorphism in intron 4 a/b. We found no differences
of mean blood pressure, protein excretion or new-onset peripheral edema during pregnancy
among the different genotypes. The investigated maternal polymorphism has no impact on the
fetal birth weight. Our study showed for a large number of Caucasian women that the
maternal polymorphism of the eNOS intron 4 a/b is not related to clinical markers of
preeclampsia. This single polymorphism does not seem to be strong enough to affect blood

pressure regulation during pregnancy.



1. Einleitung

Bluthochdruck ist mit einer Inzidenz von 5 bis 10 % weltweit eine der haufigsten
Erkrankungen in der Schwangerschaft und steht im Zusammenhang mit miitterlicher und
kindlicher Morbiditit und erhéhter Mortalitit." Vor allem eine Prieklampsie, welche circa 3-
5% aller Schwangerschaften betrifft, kann schwerwiegende miitterliche und kindliche
Erkrankungen wie Friihgeburt, vorzeitige Plazentalosung, geringes Geburtsgewicht bis hin
zum intrauterinen Kindstod verursachen.”” Hypertonus wihrend der Schwangerschaft,
unabhéngig vom Typ des Bluthochdrucks, geht mit einem stark erhdhten miitterlichen Risiko
fiir spétere kardiovaskuldre Erkrankungen wie Herzinfarkt, Schlaganfall, chronische
Erkrankungen der Niere und Diabetes mellitus einher.” Weltweit sind Prieklampsie und
Eklampsie mit einem Anteil von 12 % die dritthiufigste Ursache maternaler Mortalitit.® Auf
kindlicher Seite verursacht eine Praeklampsie vermehrt intrauterine Wachstumsretardierungen
(IUGR), eine vorzeitige Entbindung und ein niedriges Geburtsgewicht.” 15 % aller
Frithgeburten sind indizierte friihzeitige Entbindungen aufgrund einer Prieklampsie.”
Praeklampsie verursacht 12 % der IUGR und wiederum 20 % dieser Kinder werden zu frith
geboren.” Neonatologische Intensiviiberwachung ist damit erforderlich, was wiederum erklrt,
dass circa 20 % der Ausgaben der Neonatologie durch die Prieklampsie verursacht werden.'®
Neugeborene mit niedrigem Geburtsgewicht weisen {iiberdies ein erhdhtes Risiko fiir
kardiovaskulire Erkrankungen im spéteren Leben auf.'' Man vermutet, dass hypertensive
Erkrankungen in der Schwangerschaft wunter anderem durch Storungen der
Plazentaentwicklung und -perfusion ausgelost werden. In zahlreichen Studien wurde der
Verdacht geduBert, dass Polymorphismen im Gen der endothelialen NO-Synthase eine Rolle
bei der Entstehung von Gestationshypertonus und Pricklampsie spielen kénnten.'>'>!* Bei der
Regulation des Vasotonus spielt Stickstoffmonoxid als stirkster endogener Dilatator eine
entscheidende Rolle. Man konnte nachweisen, dass die NO-Synthase wéhrend der

15,16

Schwangerschaft in verschiedenen maternalen Geweben erhoht ist. Des Weiteren kann

durch Hemmung der NO-Synthase ein prieklampsiedhnliches Syndrom verursacht

17,18
werden.!”

Diese und andere Studien legen nahe, dass Polymorphismen der endothelialen
NO-Synthase (NOS3), welche die NO-Verfiigbarkeit vermindern, eine Pridisposition fiir
hypertensive Erkrankungen in der Schwangerschaft darstellen.'” Ziel dieser Dissertation war
es, den Einfluss des eNOS Polymorphismus im Intron 4 a/b auf die Blutdruckregulation, die

Proteinausscheidung und die Odembildung in der Schwangerschaft zu untersuchen. Des



Weiteren wurde beobachtet, ob der untersuchte Genpolymorphismus Einfluss auf das

Geburtsgewicht beim Neugeborenen hat.

1.1.  Hyptertensive Erkrankungen in der Schwangerschaft

Die aktuell geltende Einteilung von hypertensiven Erkrankungen in der Schwangerschaft
wurde von der ,,National High Blood Pressure Education Program Working Group on High

. s 20,21
Blood Pressure in Pregnancy* ausgearbeitet.””

Nach der aktuellen Klassifikation spricht
man ab einem systolischen Wert von >140 mmHg und einem diastolischen Wert von

>=90 mmHg von Bluthochdruck. Eine Proteinurie liegt bei > 0,3 g/l im 24h-Sammelurin vor.

1.1.1. Chronische Hypertonie

Eine chronische Hypertonie ist eine Hypertonie, die bereits vor der Konzeption, vor der 20.
SSW oder langer als 12 Wochen postpartal besteht. Meist verschlechtert sich der Blutdruck
im Zuge der Schwangerschaft. Die meisten Patientinnen haben einen primiren Hypertonus,
einige weisen aber auch Erkrankungen der Niere oder andere Ursachen auf. Das wiederum
erhoht die Risiken fiir eine Priaeklampsie, Frithgeburt, intrauterine Wachstumsretardierung
(IUGR), vorzeitige Plazentalosung, Herzinsuffizienz und akutes Nierenversagen wihrend der

Schwangerschaft.””

1.1.2. Schwangerschaftsinduzierte Hypertonie

Eine schwangerschaftsinduzierte Hypertonie ist eine Hypertonie ohne Proteinurie, die sich
erst nach der 20. SSW entwickelt. Man unterscheidet die voriibergehende Hypertonie, bei
welcher sich der Blutdruck nach spétestens 12 Wochen postpartal normalisiert hat. Bei der
chronischen Hypertonie bleibt der Bluthochdruck auch nach der 12. postpartalen Woche
bestehen. Man spricht von einem schwangerschaftsinduzierten Hypertonus ab einem
systolischen Blutdruck von 140 mmHg und/oder einem diastolischen Druck von wenigstens
90 mmHg bei mindestens zwei Messungen nach der 20. SSW, welche 4 bis 6 Stunden
auseinander liegen miissen. Aullerdem sollten diese Frauen bis zur 20. SSW normotensiv
gewesen sein und der Blutdruck muss sich bis spitestens zur 12. postpartalen Woche
normalisiert haben. Der diastolische Blutdruck wird dabei nach Korotkoff (Phase V)

bestimmt.



1.1.3. Priaeklampsie-Eklampsie

Eine Prieklampsie ist eine Hypertonie, die sich erst nach der 20. SSW entwickelt, mit einer
zusitzlich neu aufgetretenen Proteinurie von mindestens 300 mg Protein im 24 h-Sammelurin.
Falls ein 24 h-Sammelurin nicht moglich ist, spricht man ab einem Wert von 30 mg/dl in zwei
Urinproben von mindestens 6 Stunden Abstand von Proteinurie. Der klinische Verlauf der
Multisystemerkrankung Praeklampsie ist komplex, wobei der Zeitpunkt des Auftretens sowie
das Vorliegen einer Plazentainsuffizienz entscheidende Einflussfaktoren darstellen.” Als
Risikofaktoren fiir die Prideklampsie gelten ein Alter der Mutter iiber 34, Nulliparitt,
vorherige Prieklampsie, positive Familienanamnese fiir Praeklampsie, Mehrlingsgraviditét,
praexistente Erkrankungen wie insulinabhdngiger Diabetes mellitus, Hypertonus,
Nierenerkrankungen, Autoimmunerkrankungen und Antiphospholipidsyndrom. AufBerdem
steigt das Risiko, je mehr Zeit zwischen mehreren Schwangerschaften liegt und je hoher der
prigravide Body Mass Index (BMI) der Mutter ist.” Von einem HELLP-Syndrom spricht
man bei nachgewiesener Himolyse (H), erhdhten Leberenzymen (EL) und Thrombozytopenie
(Thrombozytenzahl unter 100x10° Zellen/l). Eine gefiirchtete Komplikation der Prieklampsie
stellt die Eklampsie dar. Es kommt zu tonisch-klonischen Anféllen, welchen oft starke
Kopfschmerzen, Unruhezustinde, Sehstorungen oder sogenannte Auren vorhergehen. Meist
tritt eine Eklampsie wihrend der Schwangerschaft oder Geburt auf, doch zu circa 33 %

kommt sie wihrend der ersten 48 Stunden nach der Geburt zum Tragen.”*

Laut eines Berichtes vom 15.11.2013 des American College of Obstetricians and
Gynecologists gilt die Proteinurie nicht mehr als zwingendes diagnostisches Kriterium fiir die
Praeklampsie. Demzufolge spricht man von einer Praeklampsie bei vorliegendem Hypertonus
in der Schwangerschaft in Kombination mit Thrombozytopenie, pathologischen
Leberenzymen, neu aufgetretene Niereninsuffizienz, Lungenddem oder neu aufgetretenen
Sehstorungen oder ZNS-Auffilligkeiten. Diese neue Definition ist aber zu diesem Zeitpunkt

noch nicht in den deutschen Leitlinien zu finden.?

1.1.4. Pfropfgestose

Dabei handelt es sich um eine neu aufgetretene oder plotzlich verschlechterte Proteinurie,
einem plotzlichen Anstieg des Blutdruckes, dem Auftreten einer Thrombozytopenie oder
erhohten Leberenzymen nach der 20. SWW bei einer Frau mit bereits vorbestehender

Hypertonie.



1.2. Anpassung der Herz- und Kreislauffunktion an die Schwangerschaft

Beginnend mit der Nidation der befruchteten Eizelle kommt es zu physiologischen
Verdnderungen des  weiblichen  Korpers.  Durch  Aktivierung  verschiedener
Blutdruckregulationsmechanismen  zeigt sich initial ein Abfall des peripheren
GefdlBwiderstandes. Dies fiihrt wiederum zu einer peripheren Vasodilatation, welche man
bereits ab der 6. SSW feststellen kann. Des Weiteren findet man eine Pulsfrequenzerh6hung
von etwa 65 auf 80 Schlige/Minute. Es kommt zu einer Verminderung der
Nierendurchblutung, wodurch das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System aktiviert wird. So
erfolgt die Zunahme der Natriumriickresorption aus der Niere. Die erhohte
Fliissigkeitsretention fiihrt zu einem deutlich vermehrten Blutvolumen. Bis zur 20. SSW steigt
das Herzminutenvolumen von circa 4 auf 6 I/min. Der Anstieg des Herzzeitvolumens fiihrt zu
einer vermehrten Nierendurchblutung. Die glomeruldre Filtrationsrate steigt um circa 40 %.
Zur Vermeidung eines Fliissigkeitsverlustes wird nun die tubuldre Riickresorption von vor
allem von Natriumchlorid gesteigert. Auch andere Transportsysteme, wie zum Beispiel fiir
Glukose oder Protein, steigern ihre Riickresorption erheblich, konnen aber zum Teil nicht
alles riickresorbieren. Die Urin-Stix-Untersuchungen auf Protein konnen wegen héufig falsch
positiven Ergebnissen nur auf eine Prieklampsie hinweisen, miissen aber z.B. durch einen

24 h-Sammelurin verifiziert werden. Fiir die Verlaufskontrolle geniigen wiederholte Urin
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Abb. 1. Blutdruckverlauf wdhrend einer normalen Schwangerschaft, gemessenen in
sitzender Position. Diastolischer Wert nach Korotkoff V. Diese Abbildung stammt aus
Pridjian und Puschett, Obstet Gynecol Surv 2002.7



Wie bereits erwdhnt fiihren diese physiologischen Verdnderungen im Normalfall zu einem
Blutdruckabfall wahrend der Schwangerschaft. Schon in der 7. SSW sinkt der Blutdruck
messbar, erreicht seinen Tiefpunkt zwischen der 16. und 20 SSW, steigt ab der 28. SSW
wieder an und erreicht am Ende des dritten Trimesters die Ausgangswerte vor der
Schwangerschaft (4bbildung I). Die Durchschnittswerte des Blutdruckes im ersten Trimester
im Sitzen betragen systolisch 103 +£ 10 mmHg und diastolisch 56 + 10 mmHg. Im dritten
Trimester findet man einen systolischen Wert von 109 + 12 mmHg und diastolisch von

69 + 9 mmHg.*®

1.3. Pathogenese der schwangerschaftsinduzierten Hypertonie und Prieklampsie
1.3.1. Remodeling der Spiralarterien

Die uteroplazentaren Gefdfle im engeren Sinne liegen innerhalb der Uteruswand. Den
Arkaden- oder Kranzarterien, die durch multiple Anastomosen gekennzeichnet sind,
entspringen die Radialarterien, die das Myometrium radidr durchdringen. Sie geben einerseits
Basalarterien zum basalen Endometrium ab, andererseits zwei oder mehr helixartig
gewundene Spiralarterien, die im Bereich der Plazenta offen in den intervillosen Raum
miinden. Bei einer gesunden Schwangerschaft dringen Zytotrophoblastenzellen in die
miitterliche Dezidua bis zum ersten Drittel des Myometriums und den dazugehorigen
Spiralarterien ein, wo sie das Endothel, das elastische Gewebe, die glatte Muskelzellschicht
und neuronales Gewebe zerstoren und die GefaBwand ersetzen.”® Dabei kommt es auch zur
Verianderung der Expression der Adhisionsmolekiile des Trophoblasten. Das Lumen der
Spiralarterien wird durch diese Umbauvorginge erheblich erweitert und kann durch keinerlei
vasomotorische Reize enger gestellt werden. Der gesteigerte Blutfluss zur Plazenta
gewihrleistet eine adidquate Versorgung des wachsenden Feten mit Sauerstoff und
Néhrstoffen. Die invasive Aktivitdt der Zytotrophoblastzellen zeigt wéhrend des ersten
Schwangerschaftsdrittels um die 10. bis 12. SSW ihr Maximum und nimmt danach ab.*’ Die
uteroplazentare Blutzufuhr wird durch Lumenregulation der uteroplazentaren Arterien
gesteuert. Die Gefille passen sich der Schwangerschaft durch eine erhebliche Zunahme ihrer
Weite an. So nehmen die Aa. uterinae um das 1,5 bis 3fache zu, die retroplazentaren Aa.

arcuatae um das 10fache und die Spiralarterien um das 30fache.*
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1.3.2. Erklirungsmodell zur Pathogenese der SIH und Prieklampsie

Die optimale Durchblutung der Plazenta erfordert eine kontrollierte Invasion der
Trophoblastzellen. Die unzureichende Invasion der Trophoblastzellen fiihrt zu einem
gestorten GefiBremodeling und somit zu einer verminderten Perfusion der Plazenta.’'
Wihrend der Pathogenese der schwangerschaftsinduzierten hypertensiven Erkrankungen
erfolgt die Invasion des Trophoblasten in die miitterliche Dezidua nur oberfldchlich, so dass
bis zu 50 % der Spiralarterien vom Remodeling ausgeschlossen werden.’> AuBerdem bleibt
die oben beschriebene Verinderung des Expressionsmusters der Adhisionsmolekiile aus.”
All dies fiihrt zu einer unzureichenden Dilatation der Spiralarterien, deren mittlerer
Durchmesser im Vergleich zu physiologisch verdnderten Spiralarterien weniger als halb so
groB ist. Kublickiene et al. postulierten, dass sich die uterinen Arterien bei praeklamptischen
Frauen gegensitzlich zu denen gesunder Schwangerer verhielten.”* Kleinere uterine Arterien
werden bei praeklamptischen Frauen nicht durch Scherstress am Endothel dilatiert wie
wihrend einer normalen Schwangerschaft, sondern konstringiert. Durch diese Mechanismen
kann der erhohte Blutbedarf des wachsenden Fetus nicht gedeckt werden. Des Weiteren wird
durch das unzureichende Remodeling die uteroplazentare Zirkulation vermindert und fiihrt im
Verlauf der Schwangerschaft zu einer zunehmenden Ischiamie der Plazenta, gefolgt von
intrauteriner Wachstumsrestriktion bis hin zum intrauterinen Fruchttod. Moglicherweise
bedingt die Ischdmie der Plazenta eine Freisetzung verschiedener biologisch aktiver Faktoren,

z.B. Zytokine wie Tumor Nekrose Faktor (TNF)-o und reaktive Sauerstoffmetabolite.*>

Die Plazentation und das vaskuldre Remodeling sind vielschichtige Prozesse. Verschiedene
Fakoren wie Hypoxie, oxidativer Stress des plazentaren Gewebes, zu starke oder atypische
miitterliche Immunreaktion auf das Trophoblastgewebe, iibertriebene Entziindungsreaktionen,
erhohte Produktion von anti-Angiogenesefaktoren wie z.B. die 16sliche Form des vascular
endothelial growth factor (VEGF) Rezeptors (sFlt-1) und 16sliches Endoglin (sSENG) stehen
im Verdacht, eine gestorte Plazentation zu bewirken.”’”*" Ein Schema zur mdglichen

Pathogenese der Schwangerschaftshypertonie ist in Abbildung 2. dargestellt.*’
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Abb. 2: Mogliche Pathogenese der Schwangerschaftshypertonie. Modifiziert nach Granger
et al., 01. TNF-o, Tumor Nekrose Faktor-o;, TBX, Thromboxan; ET, Endothelin; PGI2,
Prostaglandin 12; NO, Stickoxid. Schema entnommen aus: Pathophysiology of hypertension
during preeclampsia linking placental ischemia with endothelial dysfunction, Hypertension

(Band 38), 2001, Nr. 3 Pt 2: 718-722."

Diese Faktoren konnen zur Schddigung des maternalen Endothels fiihren und méglicherweise
zur Pathogenese schwangerschaftsassoziierter hypertensiver Erkrankungen beitragen.*> Durch
die Endothelzellschdadigung kommt es zu einer verminderten Sekretion vasodilatativer
Substanzen wie Stickstoffmonoxid (NO) und Prostaglandin (PGI2) sowie zu einer Zunahme
vasokonstriktiver Faktoren wie Endothelin, Thromboxan und Angiotensin II, was wiederum

43,4445 -
2 Ein

zu Entstehung von Thromben und Ischdmie innerhalb der Plazenta fiihren kann.
anderes Erkldrungsmodell zur Pathogenese der SIH und Préeklampsie geht von einer
gestorten Differenzierung der Trophoblasten aus, was zu einer eingeschriankten Funktion der
Plazentaschranke fiihrt. Durch das Einschwemmen von nekrotischen Trophoblastenmaterial
in den miitterlichen Blutkreislauf kommt es zu systemischen inflammatorischen Reaktionen

und zur Entstehung einer Praeklampsie. Begriindet wird diese Erklarungsmodell damit, dass
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man bereits in der 7. SSW priaeklampsiespezifische Serummarker im miitterlichen Blut
detektieren kann, obwohl zu diesem Zeitpunkt der Schwangerschaft noch keine maternalen

Blutzellen durch den intervilldsen Raum flieBen.***’

1.4. Endotheliale Nitritoxid-Synthase (eNOS)
1.4.1. Aufbau und Wirkung der eNOS

Die genaue Pathophysiologie der Prideklampsie ist noch nicht gekldrt. Auffillig ist eine
familidre Pradisposition.”® Man vermutet, dass unter anderem verschiedene genetische
Variationen, in Verbindung mit bestimmten Umweltfaktoren sowie védterlichen Komponenten
fiir die Entstehung einer Prieklampsie verantwortlich sind.* In verschiedene Untersuchungen
wurde der Verdacht geduBlert, dass die endotheliale NO-Synthase eine Rolle bei der
Entstehung von Prieklampsie spielen konnte.'>'*'* Stickstoffmonoxid (NO) ist ein Gas mit
kurzer Halbwertzeit und wird von Endothelzellen freigesetzt. Bei der Regulation des
Vasotonus spielt Stickstoffmonoxid als stirkster endogener Dilatator eine entscheidende
Rolle. Physiologische Stimuli fiir eine NO-Freisetzung sind unter anderem Scherstress,
Acetylcholin, Bradykinin, Endothelin, Substanz P, Histamin und ADH.” Indirekt hemmt NO
die GefaBkonstriktion durch eine Hemmung von Renin und Norepinephrin.’' Es gibt je nach
Einteilung drei bis vier Isoformen der NO-Synthase: die endotheliale NO-Synthase, die iNOS
in Makrophagen und Mikrogliazellen, die nNOS in Neuronen und die mtNOS in den
Mitochondrien. Die endotheliale Isoform der NO-Synthase (eNOS, NOSIII) ist ein 135 kDa-
grofles Protein, welches liberwiegend in Zusammenhang mit spezifischen Strukturen des
Plasmalemms der Endothelgefdfle gebracht wird. NO entsteht aus L-Arginin und diffundiert
zu den glatten Muskelzellen der Gefille, wo es die Guanylat-Cyclase stimuliert. Dadurch
steigt die Konzentration von cGMP und fiihrt iiber Freisetzung intrazelluldren Calciums zu

52,53

einer Relaxation des GefdBles.””” NO verhindert auerdem die Anheftung von Thrombozyten

und/oder Leukozyten an das Endothel und hemmt die Proliferation glatter Muskelzellen.”*’

1.4.2. Wirkung der endothelialen NO-Synthase auf die Blutdruckregulation

In zahlreichen Studien wurde gezeigt, dass die Verringerung der eNOS-Expression eine Rolle
bei der Entstehung von Krankheiten wie Bluthochdruck, koronare Herzerkrankungen,
Nierenerkrankungen, einschlieBlich diabetischer Nephropathie, Thrombembolien und

Atherosklerose spielt.’®”’ Das Ausschalten der eNOS-Gene in Miusen fithrte zu einer
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signifikanten Erhchung des Blutdrucks.”®’ Dagegen wiesen Miuse, welche zu einer
Uberexpression der NO-Synthase angeregt wurden, arterielle Hypotension und eine verstirkte
NO-abhingige Vasorelaxation auf.®*®’ Auch die medikamentdse Inhibition des NO-cGMP-
Stoffwechsels mit Argininanaloga bewirkte im Tierversuch und beim Menschen einen
erhohten Blutdruck.®® Bei Patienten mit essentieller Hypertonie war die basale Nitritoxid-

Produktion herabgesetzt.”’

1.4.3. Wirkung der endothelialen NO-Synthase auf die Blutdruckregulation in der

Schwangerschaft

NO ist ein wichtiger Modulator fiir die Aufrechterhaltung der maternalen systemischen
Vasodilatation und der wéhrend einer normalen Schwangerschaft beobachteten reduzierten
vaskuldren Reaktivitit.”* In einer Tierstudie wurde bei Hemmung der NO-Produktion in
trichtigen Ratten eine positive Korrelation mit Hypertonus, Proteinurie und fetalen
Wachstumsstorungen beobachtet.® Man konnte nachweisen, dass die NO-Synthase wihrend
der Schwangerschaft in verschiedenen maternalen Geweben erhoht ist.>'® Mehrere
Arbeitsgruppen zeigten, dass bei Prieklampsie eine reduzierte Aktivitit der endothelialen
NO-Synthase im plazentaren Gewebe besteht.®*®” Des Weiteren kann durch Hemmung der

17,18 .
718 Diese und andere

NO-Synthase ein praeklampsiedhnliches Syndrom verursacht werden.
Studien legen nahe, dass Polymorphismen der endothelialen NO-Synthase (NOS3), welche
die NO-Verfiigbarkeit vermindern, eine Priadisposition fiir hypertensive Erkrankungen in der

Schwangerschaft darstellen.'’

1.4.4. Genpolymorphismus der eNOS Synthase im Intron 4

Die endotheliale NO-Synthase wird von einem Gen codiert, welches auf Chromosom 7q 35-
36 liegt und 26 Exons und 25 Introns aufweist. Es umfasst eine Lénge von 21 Kilobasen. Als
genetischer Polymorphismus wird das regelméBige Auftreten von zwei oder mehr Allelen
eines Gens bezeichnet. In Abgrenzung zur Mutation muss die Frequenz des weniger hdufigen
Allels mindestens 1% betragen.®® Meist handelt es sich hierbei um einen Austausch einzelner
Basen (,,single nucleotid polymorphismus* oder SNP), welche in einer Vielzahl von Introns
und Exons des eNOS-Gens gefunden wurden, z.B. in der Promotorregion69, in den Introns 2,
6, 18, 23 und in den Exons 6 und 7.”° Eine weitere hiufige Art genetischer Variabilitit sind
repetitive Sequenzen. Zu ihnen gehdren Tandemreihen (VNTR, variable number of tandem

repeats). Dies sind Wiederholungen einer Sequenz aus 12-500 Nukleotiden. Dabei variiert die
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Liange der Tandemreihen zwischen den einzelnen Individuen. Tandem Repeat Regionen
wurden im eNOS-Gen unter anderem im Intron 2 (32 bp repeats), Intron 4 (27 bp repeats),
Intron 8 (32bp repeats) und Intron 13 (CA repeats) entdeckt.””’*> Der 786T>C-
Polymorphismus im Promotor des Gens, eine Tandemreihe im Intron 4 und der 894G>T-
Polymorphismus im Exon 7 sind die in Studien am hdufigsten untersuchten genetischen
Varianten des NOS3-Gens. Bei dem von uns untersuchten Genpolymorphismus handelt es
sich um zwei Allele im eNOS Intron 4. Der Wildtyp zeigt fiinf Wiederholungen einer
Sequenz von 27 Basenpaaren (Allel b) und das kiirzere Allel nur vier Wiederholungen (Allel
a).” Die Abfolge der 27 Basen lautet: GAAGTCTAGACCTGCTGC(A/G)GGGGTGAG. Die
meisten Arbeitsgruppen amplifizierten die entsprechende DNA nach Wang et al. und erhielten
fiir das ldngere b-Allel ein Produkt von 420 bp und fiir das seltenere a-Allel ein Produkt von
393 bp.”* In dieser Arbeit wurde derselbe Vorwirts-Primer benutzt, jedoch ein anderer Anti-
Sense Primer, sodass wir kiirzere DNA-Fragmente erhielten. Das b-Allel weist in der
vorliegenden Arbeit eine Lange von 273 bp auf und das kiirzere a-Allel hat eine Lénge von
255 bp. Im b-Allel haben die ersten drei Wiederholungssequenzen eine Adenin-Base (A) an
der 19. Stelle, die letzten zwei eine Guanin-Base (G) an Position 19. Das kleinere a-Allel
jedoch hat nur in seinen ersten beiden Repeatsequenzen ein A, in den letzten beiden ein G an
dieser Stelle.”>’® Die Struktur des eNOS-Gens ist in Abbildung 3 dargestellt.
7

T(-1468)A T(-786)C
. v .
5 m— 3
p,orzote, AUG1 23 4 5 8T9 10 13 14 16 17T 20 22 23 2 24 26
AE?gE%I;G Intron18 Intron23
G561A |||A140G A27C G10T
Intron2 Intron8 Intron13

VNTR VNTR (CA).
32bp 32bp repeat

Intron 4
VNTR
(27 bp).s

5° CA(
Ende Exon 4l

GAAGTCTAGACCTGCTGCAGGGGTGAG GAAGTCTAGACCTGCTGCAGGGGTGAG
(GAAGTCTAGACCTGCTGCAGGGGTGAG) GAAGTCTAGACCTGCTGCGGGGGTGAG

GAAGTCTAGACCTGCTGCGGGGGTGAG

3-

‘Anfang Exon 5

Abb. 3: Struktur des eNOS-Gens mit besonderer Beachtung des Intron 4. Die sich fiinfmal im
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mit b oder viermal im mit a bezeichneten Allel wiederholenden Sequenzen aus 27 Basen sind
mit dunkelblauen Grofibuchstaben gekennzeichnet. Rot gekennzeichnet mit A: Adenin-Base an

19. Stelle des VNTR, Rot gekennzeichnet mit G: Guanin-Base an 19. Stelle des VNTR.”

In einigen Studien wurde eine groflere Variabilitdt der Tandem-Repeatsequenzen beobachtet.
Unter anderem wurde ein c-Allel mit 6 Repeats detektiert.”’”” Des Weiteren entdeckte man
bei einzelnen Individuen ein Allel, welches mit leichten Verdnderungen nur zweimal die
beschriebene Abfolge der 27 Basenpaare aufwies.* Neben diesen eben genannten Varianten

fand man in einer Studie unter afrikanischen Amerikanern ein Allel mit 3 Repeatsequenzen.®’

1.4.5. eNOS Intron 4 assoziierte Krankheiten des Herzkreislaufsystems

Der Einfluss des Genpolymorphismus der eNOS Synthase im Intron 4 auf Erkrankungen wie

83 84,85
1 >

koronare Herzkrankheit, Herzinfarkt®, Schlaganfall®® und arterieller Hypertonus®** wurde in

zahlreichen Studien mit zum Teil widerspriichlichen Ergebnissen untersucht. So wurde das

86,87

Vorhandensein des selteneren A-Allel-Polymorphismus im Intron 4 sowohl positiv als

88,89

auch negativ' " mit koronarer Herzkrankheit assoziiert.

1.5. Fetale Programmierung kardiovaskulirer Erkrankungen
1.5.1. Konzept der fetalen Programmierung

Der englische Wissenschaftler David Barker verdftentlichte 1989 die Hypothese, dass ein
vermindertes Geburtsgewicht, verursacht durch miitterliche Malnutrition wéahrend der
Schwangerschaft, zu einem {iiberproportional hdufigen Auftreten von kardiovaskuldren
Erkrankungen im spiteren Leben fiihrt.”” Epidemiologische Studien iiber die
Sauglingssterblichkeit zu Beginn des 20. Jahrhunderts in GroBbritannien zeigten einen
deutlichen Zusammenhang zwischen Geburtsgewicht und Sauglingssterblichkeit. David
Barker fand nach Vergleich der geografischen Verteilungsmuster eine deutliche
Ubereinstimmung zwischen den Mortalititsraten fiir koronare Herzkrankheit in den Jahren
1968 bis 1978 und Regionen, die Anfang des 20. Jahrhunderts eine hohe
Sauglingssterblichkeit aufwiesen. Er schloss daraus, dass ein geringes intrauterines Wachstum
und damit verbunden ein geringes Geburtsgewicht mit der Entwicklung von koronarer
Herzerkrankung im Erwachsenenalter im Zusammenhang steht. Es folgte eine Reihe von
retrospektiven Studien, unter anderem mit sehr groen Fallzahlen, welche diese Hypothese

91,92

der fetalen Programmierung bestatigten. In der Fetalperiode sind spezifische Zeitfenster
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von einigen Tagen bis Wochen bekannt, in denen bestimmte Gewebe und Organe sensible
Phasen mit schneller Zellteilung durchlaufen.”” , Programming® beschreibt dabei einen
Prozess, bei dem ein bestimmtes Ereignis wihrend dieser empfindlichen Entwicklungsphasen
zu irreversiblen morphologischen und funktionellen Verdnderungen fetaler Organe und
Gewebe fiihrt.”* Dabei passt sich der Fetus dem intrauterinen Nahrungs- bzw.
Sauerstoffmangel vor allem durch eine verlangsamte Zellteilungsrate an, insbesondere in den
Geweben, die gerade eine kritische Phase durchlaufen. Regelsysteme, die z.B. das
Insulin/Glukosegleichgewicht oder die Cholesterinsynthese steuern, konnten in diesen Phasen
bis ins Erwachsenenalter hinein irreversibel auf falsche Sollwerte eingestellt werden. Bereits
1991 wurde in der sogenannten Hertfordshire-Studie gezeigt, dass Probanden mit einem
Geburtsgewicht von 2,5 kg und weniger ein siebenfach erhohtes Risiko haben, eine gestorte
Glukose-Toleranz oder einen Diabetes mellitus Typ II zu entwickeln.”> Durch Programming
verbessert der Fetus seine Chancen, Mangelsituationen im Mutterleib zu {iberleben.
Andererseits steigt dadurch das Risiko spéter an kardiovaskuldren, endokrinologischen und
metabolischen Erkrankungen zu erkranken bzw. zu sterben,”® insbesondere dann, wenn die
auf Mangel programmierten Organe aullerhalb des Mutterleibes auf lidngere Zeit einer
Hyperalimentation ausgesetzt sind. Die von Barker et al. entwickelte Hypothese der

Entstehung kardiovaskulédrer Erkrankungen ist in Abbildung 4 schematisch dargestellt.

Maternale Mangelernahrung

Andere maternale oder
l plazentare Abnormalitaten
/ Fetale Mangelernahrung \
Gestorte /\ . Weitere
vaskulare Verminderte In§ulln Organdysfunktionen
Entwicklung 3-Zell Masse Resistenz 2 B. Leber
Adipositas
i l i Alter ¢
Hypertonus Diabetes mellitus Typ 2 Hypetlipidamie

l

Metabolisches Syndrom

Abb. 4: Hypothese der fetalen Programmierung.”’

Auch andere Faktoren, z.B. Nikotinabusus der Mutter, konnen eine fetale
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Fehlprogrammierung verursachen,”®”

1.5.2. Die “Advanced fetal programming” Hypothese

Die ,,advanced fetal programming hypothesis* besagt, dass nicht nur Umweltfaktoren wie
z.B. Erndhrung oder Rauchen, sondern auch die maternalen Gene an der fetalen
Programmierung Anteil haben.'” So wirken sich die miitterlichen Gene auf den plazentaren

Blutfluss, die Nahrstoffversorgung des Feten und somit auf das fetale Wachstum aus.

Umweltfaktoren & Maternale Gene
(z.B. Rauchen) (z.B. PPAR-y)

Nutritive- oder endokrine Storungen

V

Funktionelle und strukturelle
Veranderungen im endokrinen
Pankreas, in insulin-sensitiven
Geweben, Blutgefassen und Leber

Niedriges Geburtsgewicht
Lebensstil,
Risikofaktoren

Diabetes, Hypertonus,
KHK, Apoplex

Erwachsenenalter

Abb. 5: Advanced fetal programming Hypothese. Modifiziert nach Hocher et al.'”’

In einer Studie wurde gezeigt, dass ein Zusammenhang zwischen dem maternalen 825T-Allel
der G-Protein B3-Untereinheit und einem erniedrigten Geburtsgewicht bei Kindern besteht,
die sonst keinerlei Risikofaktoren fiir intrauterine Wachstumsverzogerung aufwiesen. Eine

weitere Untersuchung an japanischen Frauen bestitigte die Ergebnisse.lm’102
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1.6.  Aufgabenstellung der Dissertation

Wie bereits im Abschnitt 1. erwédhnt, zéhlen Bluthochdruck und vor allem die Praeklampsie
weltweit zu den héufigsten Erkrankungen in der Schwangerschaft und stehen im
Zusammenhang mit miitterlicher und kindlicher Morbiditdt und erhohter Mortalitdt. In
verschiedenen Untersuchungen wurde der Verdacht geduBert, dass die endotheliale NO-
Synthase eine Rolle bei der Entstehung von Prieklampsie spielen konnte. Ziel dieser
Dissertation war es, den Einfluss des eNOS Polymorphismus im Intron 4 a/b auf die
Blutdruckregulation, die Proteinausscheidung und die Odembildung in der Schwangerschaft
zu untersuchen. Des Weiteren wurde beobachtet, ob der untersuchte Genpolymorphismus

Einfluss auf das Geburtsgewicht beim Neugeborenen hat.

2. Material und Methoden
2.1. Methoden
2.1.1. Studiendesign

Frauen, welche vom Januar 2000 bis zum September 2002 in der Abteilung fiir Gynidkologie
und Geburtshilfe der Charit¢ in Berlin geboren hatten, wurden eingeladen, an unserer
prospektiven epidemiologischen Studie teilzunehmen. Die zustindige Ethikkommission
erteilte die Genehmigung fiir diese Studie, in welche 2186 kaukasische Frauen und ihre
neugeborenen Kinder eingeschlossen wurden. Das Studienprotokoll wurde durch ausfiihrliche
Gespriche mit jeder Frau erhoben. Es enthélt Faktoren wie miitterliches Alter, Gewicht vor
Eintritt und am Ende der Schwangerschaft, Grofe, Nationalitit, Anzahl der
Schwangerschaften und Parititen, Dauer der Schwangerschaft, Ergebnisse der Urin Stick-
Untersuchungen wihrend der Schwangerschaft, Odeme wihrend der Schwangerschaft,
Blutdruck, Raucheranamnese, Familienanamnese in Bezug auf primére arterielle Hypertonie
und metabolische Erkrankungen, vor der Schwangerschaft bestehender arterieller Hypertonus,
Diabetes mellitus und anderen miitterlichen Risikofaktoren vor und wihrend der
gegenwirtigen Schwangerschaft. Nach eingehender Aufkldrung wurde von allen Frauen eine
Einwilligung zur Erhebung und Weiterverwendung der Daten schriftlich dokumentiert. Die
erhobenen Daten wurden in eine Computerdatenbank eingetragen und gesichert (SPSS,
Version 11.5). In dieser Studie bedienten wir uns einer alternativen Vorgehensweise, welche

wir auch schon in anderen Studien unserer Arbeitsgruppe angewendeten.”’ Die Uberlegung
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war, dass ein einzelner Polymorphismus vermutlich nur fiir einen ganz geringen Teil der
multifaktoriellen Pathogenese von schwangerschaftsinduzierten hypertensiven Erkrankungen
verantwortlich ist. So konnte es schwer werden, den Effekt dieses einen Polymorphismus
herauszufiltern, wenn man sich nur auf die bindren Endpunkte wie Gestationshypertonus und
Priaeklampsie konzentrierte. Deshalb entschieden wir uns, den Verlauf einzelner Marker wie
Blutdruckverhalten,  Proteinausscheidung und  Odementwicklung  wihrend  der
Schwangerschaft zu analysieren, um gegebenenfalls kleine aber signifikante genetische
Effekte ausfindig zu machen. Die Blutdruckmessungen der Schwangeren erfolgten bei jedem
Besuch des Frauenarztes in sitzender Position durch den Frauenarzt oder durch eine
gyndkologische Krankenschwester. So fanden insgesamt zwischen 6 bis 23 Messungen pro
Schwangerer in Abhéngigkeit von der Anzahl der Arztbesuche statt. Der Blutdruck fiir jedes
Trimester pro Frau ergab sich durch die Mittelung der erfolgten Messungen in diesem
Zeitraum. Im Schnitt waren dies 1,8 Messungen fiir das 1. Trimester, 4,0 fiir das zweite und
5,5 fiir das dritte. Die Ermittlung des diastolischen Blutdruckes erfolgte normalerweise nach
Korotkoff Phase V. Falls Gerdusche bei abgelassener Manschette zu hdren waren, wurde
Korotkoff Phase IV benutzt. Es wurden nur Urin-Stickergebnisse verwendet, welche Nitrit-
negativ waren. Odeme sind in der aktuellen Klassifikation des Blutdrucks in der
Schwangerschaft nicht mehr relevant. Da neu aufgetretene Odeme in der zweiten
Schwangerschaftshélfte bei Praeklampsie hdufig zu beobachten sind und mdglicherweise
derselben Pathophysiologie entspringen, haben wir sie in die Studie integriert. Das
Gestationsalter konnte anhand des Auftretens der letzten Menstruationsblutung bestimmt und
durch frithzeitige gynédkologische und geburtshilfliche Untersuchung sowie durch Ultraschall-
Screening wihrend der Schwangerschaft bestitigt werden. Zusétzlich diente die Sonographie
dem Ausschluss eventueller Anomalien der Plazenta oder des Feten. Bei allen Frauen wurde
postpartal EDTA-Vollblut aus der Vena cubitalis abgenommen. Sodann isolierten wir aus

dem Vollblut von Miittern und Neugeborenen die menschliche DNA.

2.1.2. Isolation der menschlichen DNA aus dem Vollblut

1. Abtrennen des Plasmas, Zentrifugieren des Vollbluts bei 3.000 rpm fiir 5 min, danach

1:1 verdiinnen mit 0,9 % isot. NaCl-Ldsung,

2. 50 pl des NaCl-Blutes mit 500 ul TE-Puffer mischen und bei 13.000 rpm fiir 3 min

zentrifugieren,
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3. Entfernen des Uberstandes und Resuspendieren des Pellet in 500 ul TE-Puffer und

erneut zentrifugieren bei 13.000 rpm fiir 1 min,

4. Wiederholen des vorangegangenen Schrittes so oft, bis das Pellet nicht mehr rot

gefarbt ist,
5. Resuspendieren des makroskopisch hdmoglobinfreien Pellet in100 pl K-Puffer,
6. Bei 56 °C fiir mindestens 45 Minuten im Wasserbad inkubieren,

7. Erhitzen der Suspension fiir 10 Minuten auf 95 °C, um eventuell vorhandene

Proteasen zu zerstoren,
8. auf Eis abkiihlen lassen und bei -20 °C aufbewahren.

Mit Hilfe der gewonnenen DNA war es nun moglich, eine Typisierung des eNOS

Polymorphismus Intron 4a/b mittels Polymerasekettenreaktion (PCR) durchzufiihren.

2.1.3. PCR-Amplifikation

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) ist ein molekularbiologisches Verfahren, mit dem es
moglich geworden ist, spezifisch DNA-Sequenzen zu vervielfiltigen. Dabei wird zunéchst die
doppelstringige DNA durch Erhéhen der Temperatur auf ca. 92-98 °C denaturiert. Die
Wasserstoffbriickenbindungen 16sen sich, und es entstehen zwei Einzelstrange. Durch
Abkiihlen lagern sich spezifisch die Primer an die komplementiren Enden der beiden
Einzelstringe an (annealing). Als Primer werden aus ca. 15 bis 25 Basen bestehende
Oligonukleotide bezeichnet, die als Starthilfen fir die DNA-Polymerase dienen.
Verstandlicherweise ist es fiir die Herstellung der Primer notwendig, dass die Basenfolge des
DNA-Abschnittes bekannt ist, an den sich die Primer anlagern sollen. Nach Anlagerung der
Primer ist es jetzt der DNA-Polymerase moglich, bei Vorhandensein von
Desoxynukleosidtriphosphaten (dNTPs) und Magnesiumchlorid (MgCl2) unter optimalen
Temperatur- und pH-Verhéltnissen die beiden Einzelstringe zum jeweiligen Doppelstrang zu
komplementieren. Dieser eben beschriebene Zyklus wird mehrfach wiederholt, um eine
exponentielle Zunahme der gewiinschten DNA-Sequenz zu erzielen.'” Die Vorbereitung der
eNOS4 a/b PCR erfolgte nach dem Schema in Tabelle 1. Die PCR wurde mit 1,98 pl DNA-
Matrize (template) und den Primern eNOS INTRON 4 se und eNOS-INTRON 4 ba

(Sequenzen siehe unten) in einem Reaktionsvolumen von 22 pl durchgefiihrt. Die
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Amplifikation vollzog sich iiber 40 Zyklen, bestehend aus der Denaturation bei 94 °C fiir 30
Sekunden, Annealing bei 60 °C fiir 30 Sekunden und Extension bei 72 °C fiir 1 Minute,

gefolgt von der letzten Extension fiir 10 Minuten. Das PCR Programm zeigt Tabelle 2.

Tabelle 1: PCR-Protokoll

Material Ansatz (50) Ansatz (22) Faktor Ansatz

Wasser 34,2 15,048 50 752.4

10xPCR Puffer 5 2,2 50 110,0

M,Cl, (100 mM) 1 0,44 50 22,0

dNTPs (Mix) 1 0,44 50 22,0

eNOS INTRON 4se 2 0,88 50 44.0

eNOS INTRON 4ba |2 0,88 50 44.0

Taq DNA Polymerase | 0,3 0,132 50 6,6

Template 4,5 1,98 50 99,0

Total (Summe) 50 22 50 1100,0
Tabelle 2: PCR-Programm

Schritt T.(°C) Zeit Zyklen Reaktionsschritt

1 94 Pause

2 94 6 Minuten

3 60 30 Sekunden

4 72 1 Minute

5 94 30 Sekunden 39x Zuriick zu Schritt 3

6 60 30 Sekunden

7 72 10 Minuten

8 10 Pause

2.1.4. Elektrophorese

Die gewonnene DNA wird auf 2,5 %iges, hochauflosendes Agarose-Gel aufgetragen und bei

100 Volt bzw. 250 mA und ca. einer Stunde Laufzeit elektrophoretisch aufgetrennt.

Anschliefend erfolgten die Fiarbung mittels 0,05 % (0,5 pug/ml) Ethidiumbromid und die

Auswertung unter ultraviolettem Licht. Anhand einer DNS-Leiter (1000 bp im Abstand von

100 bp) konnte die GroBe des PCR-Produkts abgelesen werden. Die mitgelaufene Nativ-DNS

stellte sich als hochmolekulare Einzelbande dar. Lag der Wildtyp vor, so stellte sich unter
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UV-Licht eine Bande mit einer Lénge von 273 Basenpaaren (bp) fiir das b/b Allel dar. Das a/a
Allel zeigte eine Band mit der Lidnge von 255 bp. Der heterozygote a/b-Genotyp wies
dementsprechend zwei Banden auf (bei 255 bp, und 273 bp). Alle Proben wurden doppelt

bestimmt. Nur bei Ubereinstimmung wurden die entsprechenden Daten verwendet.

Die Abbildung 6 zeigt das Bild eines Gels unter UV-Licht nach erfolgter Elektrophorese.

a/b a/a b/b

Abb. 6 Gel unter UV-Licht: Am linken Bildrand ist in Form iibereinanderliegender Banden
der 1:100 bp-Standard erkennbar.

2.2.  Verwendete Materialien

2.2.1. Puffer und Losungen

TE-Puffer 10 mM Tris-HCl
1 mM EDTA

(eingestellt auf einen pH von 7,5)
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K-Puffer 50 mM KCI

10 mM Tris-Cl

2,5 mM MgClp

(eingestellt auf einen pH von 8,3)
10x TBE Puffer Tris-Base 108 g/l

Borsdure 55 g/l

0,5M EDTA 40 ml/l

(eingestellt auf einen pH von 8,0)
Blaumarker 0,25 % Bromphenol blau, 250 mg

0,25 % Xylene cyanol, 250 mg

30 % Glycerol, 30 g

destilliertes Wasser bis 100 ml hinzufiigen
10 x Puffer Y+/ TangoTM 33 mM Tris-Acetat
(mit BSA) (gelb) 10 mM Magnesium-Acetat

66 mM Kalium-Acetat

0,1 mg/ml BSA

(eingestellt auf einen pH von 7,9 bei 37 °C)
100bp DNA - Basenleiter Autoklaviertes ultrafiltriertes Wasser, 320 pl

Blaumarker, 70l

100 bp DNA—Basenleiter (0,1 mg DNA/ml), 10 pl

aufbewahrt bei -20 °C. (Verwendung von 10 pl)

2.2.2. Reagenzien

* Verwendete Primer:

eNOS INTRON4se(sense) 5'-AGG CCC TAT GGT AGT GCC TTT-3’
eNOS INTRON4ba(antisense) 5'-GGG AGA AGC CTT CTC TCT TG-3’
(TIB Molbiol Syntheselabor, Berlin, Germany)

* SeaKem® LE Agarose, Biozym Diagnostik GmbH, Germany

e GeneRulerTM 100 bp DNA-Leiter, MBI fermentas GmbH, St.Leon-Rot, Germany
*  GeneAmp® 10X PCR Puffer II (1,5 ml), verwendet von Biosystems, Germany

e MgCI2 Losung (1,5 mmol/l)), verwendet von Bioron, Ludwigshafen, Germany

* Taq DNA-Polymerase (5 Units/ul) von Bioron, Ludwigshafen, Germany



dNTPs (20 umol/l von dATP, dCTP, dGTP und dTTP), verwendet von Bioron,

Ludwigshafen, Germany

EDTA (C10H16N208), Merck KGaA, Darmstadt, Germany

Xylene cyanol (C25H27N2NaOgS2), Merck KGaA, Darmstadt, Germany
Bromphenol blau, Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Germany

Glycerin (C3H803), Merck KGaA, Darmstadt, Germany
Ethidiumbromid (10 mg/ml), Amresco Inc., Ohio, USA

Tris-Base (hydroxymethyl) aminomethane (C4H11NO3) (2,5 kg), Merck KGaA,

Darmstadt, Germany
Borsdure (H3BO3), Merck KGaA, Darmstadt, Germany
Proteinase K (100 mg), Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany

Tween20, SERVA Feinbiochemica GmbH, Heidelberg, Germany

. Instrumente

pH-Messer

Gelelektrophorese Apparatur Biometra standard power pack P25 (115 V/230 V), max.
400 V, 1000 mA, 200 W, Whatman Biometra GmbH, Géttingen, Germany
Thermocycler Biometra T3 Thermocycler, Whatman Biometra GmbH, Gottingen,
Germany

Ultraviolette Lichtquelle TI 1, 230V, Whatman Biometra GmbH, Géttingen,
Germany

-20 °C and 4 °C Kiihlschrank Liebherr BSS 2986 Liebherr-Hausgerite GmbH,
Deizisau, Germany

Thermoblock

Thermostat TCR 100, Roth, Germany

56 °C und 37 °C Wasserbad

Waage SBC 22 balance, Scaltec Instruments GmbH, Gottingen, Germany

Sartorius BL 600 balance, Sartorius AG, Gottingen, Germany

Zentrifuge Biofuge 13, Heraeus/Sepatech GmbH, Osterode am Harz, Germany

Vortex Genie 2-Mixer, Bender & Hobein AG, Ziirich, Schweiz
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2.3.  Statistik

Die Datenanalyse im Ergebnisteil erfolgte mit Hilfe von SPSS fiir Windows, Version 11.5
(Chicago, IL, USA). Die Ergebnisse kontinuierlicher Variablen wurden mit Mittelwert +
Standardabweichung angegeben. Um die in dieser Arbeit ermittelte Haufigkeit von Allelen
fiir eine Population zu errechnen, wurde das Hardy-Weinberg-Gesetz angewendet. Dieses
Gesetz ist geeignet, Allelfrequenzen in einer idealen Population zu ermitteln. Eine ideale
Population ist unendlich groB. In ihr findet keine Selektion statt. Die Haufigkeit aller Allele in

der Population wird nach Hardy und Weinberg durch folgende Formel beschrieben:
p+2pg+q’=1

Dabei entspricht 1 der Gesamtheit aller Allele (100 %). Die Unbekannten p und q
symbolisieren hier jeweils ein Allel: p> entspricht dem homozygoten Allel aa, q° dem
homozygoten Allel bb, und 2pq steht fiir die heterozygoten Allele ab und ba. Der Chi-
Quadrat-Test nach Pearson wurde verwendet, um zu iiberpriifen, ob die beobachteten und
nach Hardy und Weinberg ermittelten Werte der Allelfrequenz sich in ihrer Héaufigkeit
signifikant unterscheiden bzw. ob Abweichungen vom Hardy-Weinberg-Gleichgewicht
vorliegen. Werte fiir p<0,05 wurden dabei als signifikant angesehen. Eine Analyse der
statistischen Varianz (ANOVA) wurde durchgefiihrt, um kontinuierliche Variablen zwischen
den Gruppen zu vergleichen. Fiir den Vergleich der kategorialen Daten wurde der Chi-
Quadrat-Test angewendet. Es ist bekannt, dass Alter, BMI vor der Schwangerschaft,
Zwillingsschwangerschaften und Primigraviditdt den Blutdruck wéhrend der Schwangerschaft
beeinflussen. Aus diesem Grund durchliefen alle Blutdruckberechnungen zusdtzlich eine
Analyse der statistischen Covarianz (ANCOVA) einschlieBlich der eben genannten Parameter
als Comerkmale. Die Anzahl der Studienteilnehmer und die Frequenzhéufigkeit der Allele in
unserer Studie erlaubte es uns, Blutdruckdifferenzen von 1,5 mmHg zwischen den
homozygoten Gruppen fiir die jeweiligen Allele und die entsprechenden heterozygoten

Gruppen aufzuzeigen. Es kamen zweiseitige Tests zur Anwendung.

3. Ergebnisse
3.1. Daten des Studienprotokolls

Tabelle 3: Daten des Studienprotokolls

VNTR 4a/b
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Gesamt b/b b/a a/a P

Anzahl der Frauen (N) 2186 1522 604 60

Alter (Jahre) 30.1+£55 302+£55 300+£56 298+57 0.78
BMI vor der Schwangerschaft (kg/m?) 229+41 229+41 228+4.1 225+3.7 0.75
Schwangerschaftswoche bei Geburt (Woche) 38.7+24 387+24 388+24 39.0+23 0.28
Geburtsgewicht des Kindes (g) 3310+ 662  3312+657 3279+ 676 3377 +630 0.65
Zwillingsschwangerschaften (%) 59 6.1 6.0 1.7 0.72
Primigravida (%) 443 44.8 43.4 393 0.63
Primipara (%) 56.1 56.5 55.5 50.9 0.68
Hypertonus vor der Schwangerschaft (%) 6.2 6.4 6.0 5.0 0.87
AHM vor/wiéhrend der Schwangerschaft (%) 14/2.1 1.3/2.0 1.7/2.0 1.7/33 0.8/0.8
Hypertonus in der Familienanamnese (%) 36.5 36.2 37.2 35.7 0.92
DM vor/wahrend der Schwangerschaft (%) 2.0/4.2 2.3/4.7 1.5/3.0 0/1.8 0.3/0.1
DM in der Familienanamnese (%) 34.5 34.0 35.6 35.1 0.80
Rauchen vor/wihrend der Schwangerschaft (%) 40.7/17.5 398/173 429/17.8 404/17.5 0.5/1.0

Die Daten wurden mit mittlerer Standardabweichung + oder in Prozent angegeben. 2186
kaukasische Frauen wurden in die Studie integriert. Die Gruppen der Frauen mit den
verschiedenen Allelkonstellationen sind vergleichbar hinsichtlich ihrer Grundcharakteristika
(Rauchen, Alter, BMI etc.). Das Alter der Frauen betrug dabei 30,1+5,5 Jahre. Der BMI vor
der Schwangerschaft wurde mit 22,9+4,1 (kg/m”) angegeben. Die Schwangerschaftswoche
bei Geburt betrug 38,7+2,4. Die Kinder waren zur Geburt 3310+662 g schwer. Die Rate an
Zwillingsschwangerschaften betrug 5,9 %. Der Anteil an Primigravidae war 44,3 %. 56,1 %
der Frauen waren Erstgebérende. 6,2 % der Studienteilnehmerinnen wiesen einen Hypertonus
vor der Schwangerschaft auf. 1,4 % der Frauen nahmen vor der Schwangerschaft
antihypertensive Medikamente ein. Wéhrend der Schwangerschaft konsumierten 2,1 % der
Frauen antihypertensive Medikamente (AHM). Laut Befragung trat zu 36,5 % Hypertonus in
der Familienanamnese der Studienteilnehmerinnen auf. 2 % der Befragten erkrankten schon
vor der Schwangerschaft an Diabetes mellitus (DM). Wéhrend der Schwangerschaft litten
insgesamt 4,2 % der Frauen an DM. DM in der Familienanamnese wurde mit 34,5 %
angegeben. 40,7 % der Frauen gaben an, vor der Schwangerschaft geraucht zu haben.

Wihrend der Schwangerschaft rauchten 17,5 % der befragten Frauen.

3.2. Frequenz der Allele des Polymorphismus der endothelialen NO-Synthase Intron
4 a/b

Tabelle 4: Frequenz der Allele

VNTR 4 a/b
b/b 1522 (69,6%)
bla 604 (27,6%)
a/a 60 (2,7%)
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b allele 0,834+0,01

a allele 0,166+0,01
Chi? <0,001
p 0,99

Die Studie ergab fiir den eNOS Genpolymorphismus VNTR 4 a/b folgende Verteilung im
untersuchten Kollektiv (n= 2186). 1522 Studienteilnehmerinnen konnten homozygot auf das
Wildtypallel b/b getestet werden. Das bedeutet 69,6 % der Frauen wiesen die Variante b/b
auf. Fiir 604 Proben sprich 27,6 % ergab die Untersuchung die heterozygote Variante (b/a).
Die Frequenz des Allels (a/a) lag bei den untersuchten Schwangeren bei 2,7 %, also 60

Frauen.
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3.3.  Systolischer und diastolischer Blutdruck, Proteinausscheidung und Odeme
wihrend der Schwangerschaft in Abhingigkeit des miitterlichen

Polymorphismus der endothelialen NO-Synthase Intron 4 a/b

Tabelle 5: Systolischer und diastolischer Blutdruck, Proteinausscheidung und Odeme
wdhrend der Schwangerschaft in Abhdngigkeit des miitterlichen Genotyps

VNTR 4 a/b

b/b b/a a/a

1522 (70 %) 604 (28 %) 60(2,7%) p
mittlere systolischer Blutdruck +SD (mmHg)
1. Trimester 116,2+12 116,014 114,1+11 0,85
2. Trimester 115,612 115,4+11 114,511 0,99
3. Trimester 117,3+11 117,0=11 116,6+13 0,94

mittlerer diastolischer Blutdruck=SD (mmHg)

1. Trimester 69,5+9 69,2+9 67,09 0,34
2. Trimester 68,4+8 67,9+8 66,0+7 0,24
3. Trimester 70,9+8 70,5+8 66,8+7 0,43
Proteinausscheidung ( Urin Stick: 0/4/>+ in %)
1. Trimester 88/11/0,5 90/8/2,5 100/0/0 <0,001
2. Trimester 77/21/1,8 79/19/2,1 90/10/0 0,34
3. Trimester 70/27/3,5 71/24/4,1 80/21/0 0,47
neu aufgetretene Odeme nach 20. SSW (%)

36,6 33,7 36,8 0,45

Schwangerschaftshypertonus (%)

5,1 4,3 3.3 0,63
Praeklampsie (einschlieflich bei vorbestehendem Hypertonus) (%)

3,6 3,6 3.3 0,99

3.3.1. Systolischer Blutdruck wihrend der Schwangerschaft in Abhéingigkeit des

miitterlichen Polymorphismus der endothelialen NO-Synthase Intron 4 a/b

Es konnten keine signifikanten systolischen Blutdruckdifferenzen in den einzelnen
Allelgruppen wihrend der drei Schwangerschaftstrimester festgestellt werden. Im ersten

Trimester betrug der mittlere systolische Blutdruck fiir den eNOS Polymorphismus VNTR
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4b/b 116,2+12 mmHg, die Variante b/a 116,0+14 mmHg und fiir die homozygote Variante
a/a 114,111 mmHg. Im zweiten Trimester betrug der mittlere systolische Blutdruck fiir den
eNOS Polymorphismus VNTR 4 b/b 115,6+12 mmHg, fiir die Variante b/a 115,411 mmHg
und fiir die homozygote Variante a/a 114,511 mmHg. Im letzten Schwangerschaftstrimester
betrug der mittlere systolische Blutdruck fiir den eNOS Polymorphismus VNTR 4 b/b
117,311 mmHg, fiir die Variante b/a 117,011 mmHg und fiir die homozygote Variante a/a
116,613 mmHg. Aus den vorliegenden Daten wird der physiologische Blutdruckanstieg im
letzten Schwangerschaftsdrittel ersichtlich. Wie im Kapitel 1.2 erldutert, erreicht der

Blutdruck gegen Ende der Schwangerschaft meist die Ausgangswerte vor der

Schwangerschatft.

140,00

130,00 “b/a

120,00

110,00
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90,00
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1. Trimester 2. Trimester 3. Trimester

Figur 1: Der miitterliche systolische Blutdruck wdihrend der Schwangerschaft in
Abhdngigkeit des miitterlichen Polymorphismus der endothelialen NO-Synthase Intron 4 a/b

3.3.2. Diastolischer Blutdruck wihrend der Schwangerschaft in Abhiingigkeit des

miitterlichen Genotyps

Im ersten Trimester betrug der mittlere diastolische Blutdruck fiir den eNOS Polymorphismus
VNTR 4 b/b 69,5£9 mmHg, die Variante b/a 69,2+9 mmHg und fiir die homozygote Variante
a/a 67,0£9 mmHg. Im zweiten Trimester betrug der mittlere diastolische Blutdruck fiir den
eNOS Polymorphismus VNTR 4 b/b 68,4+8 mmHg, die Variante b/a 67,9+8 mmHg und fiir
die homozygote Variante a/a 67,9+8 mmHg. Im letzten Schwangerschaftstrimester betrug der
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mittlere diastolischen Blutdruck fiir den eNOS Polymorphismus VNTR 4 b/b 70,9+8 mmHg,
die Variante b/a 70,58 mmHg und fiir die homozygote Variante a/a 68,8+7 mmHg. Es
konnten keine signifikanten diastolischen Blutdruckdifferenzen in den einzelnen Allelgruppen

wihrend der drei Schwangerschaftstrimester festgestellt werden.

90,00 “b/b
Eb/a

80,00
a/a

70,00

60,00

50,00

40,00

1. Trimester 2. Trimester 3. Trimester

Figur 2: Der miitterliche diastolische Blutdruck wdhrend der Schwangerschaft in
Abhdngigkeit des miitterlichen Polymorphismus der endothelialen NO-Synthase Intron 4 a/b

3.3.3. Proteinausscheidung wihrend der Schwangerschaft in Abhéingigkeit des

miitterlichen Genotyps

Die Proteinausscheidung wurde in % angegeben, je nachdem ob der Urin Stick auf Protein
negativ, einfach positiv (+) oder mehrfach positiv (>+) war. Es konnte fiir diese Studie kein
signifikanter Zusammenhang zwischen dem eNOS Polymorphismus im Intron 4 a/b und der
Proteinausscheidung wéhrend der Schwangerschaft festgestellt werden. Im ersten Trimester
hatten 88 % Probandinnen, welche den eNOS Polymorphismus VNTR 4 b/b aufwiesen kein
Protein im Urin. Bei 11 % der Frauen war der Urin-Stix auf Protein einfach positiv (+) und
bei 0,5 % mehrfach positiv (>+). 90 % der Schwangeren mit der Variante b/a waren negativ
auf Protein im Urin, 8% der betreffenden Frauen zeigten einfach positive Werte (+) und bei
2,5 % war der Urin Stick mehrfach positiv (>+) auf Protein. Alle Schwangeren mit der
homozygoten Variante a/a waren im ersten Trimester auf Protein im Urin negativ. Im zweiten
Trimester hatten 77 % Probandinnen, welche den eNOS Polymorphismus VNTR 4 b/b
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aufwiesen kein Protein im Urin. Bei 21 % der Frauen war der Urin-Stix auf Protein einfach
positiv (+) und bei 1,8 % mehrfach positiv (>+). 79 % der Schwangeren mit der Variante b/a
waren negativ auf Protein im Urin, 19 % der betreffenden Frauen zeigten einfach positive
Werte (+) und bei 2,1 % war der Urin Stick mehrfach positiv (>+) auf Protein. 90 %
Schwangeren mit der homozygoten Variante a/a waren im ersten Trimester auf Protein im
Urin negativ. Bei den restlichen 10 % der Frauen war der Urin-Stix auf Protein einfach positiv
(+). Im dritten Trimester hatten 70 % Probandinnen, welche den eNOS Polymorphismus
VNTR 4 b/b aufwiesen kein Protein im Urin. Bei 27 % der Frauen war der Urin-Stix auf
Protein einfach positiv (+) und bei 3,5 % mehrfach positiv (>+). 71 % der Schwangeren mit
der Variante b/a waren negativ auf Protein im Urin, 24 % der betreffenden Frauen zeigten
einfach positive Werte (+) und bei 4,1 % war der Urin Stick mehrfach positiv (>+) auf
Protein. 80 % Schwangeren mit der homozygoten Variante a/a waren im ersten Trimester auf
Protein im Urin negativ. Bei den restlichen 21 % der Frauen war der Urin Stick auf Protein

einfach positiv (+).

100,00
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80,00 m:
70,00 m0
60,00
50,00
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0,00

|2Tr|3Tr 1Tr|2Tr|3Tr 1.Tr 2.Tr
b/b b/a a/a

Figur 3: Proteinausscheidung Urin Stick: 0/+/>+ in %) wdihrend der Schwangerschaft in

Abhdngigkeit des miitterlichen Polymorphismus der endothelialen NO-Synthase Intron 4 a/b
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3.3.4. Odeme wiihrend der Schwangerschaft in Abhingigkeit des miitterlichen
Genotyps

Frauen mit dem eNOS Polymorphismus VNTR 4 b/b entwickelten nach der 20.SSW zu
36,6 % Odeme. Schwangere mit der heterozygoten Variante b/a zeigten zu 33,7 % Odeme.
Bei Frauen mit der Variante a/a waren 36,8 % betroffen. Der eNOS Polymorphismus im

Intron 4 a/b zeigte in dieser Studie keinen signifikanten Einfluss auf die Entwicklung von

Odemen nach der 20. SSW.

3.3.5. Schwangerschaftshypertonus und Prieklampsie in Abhiingigkeit des

miitterlichen Gentyps

5,1 % der Frauen mit dem eNOS Polymorphismus VNTR 4b/b entwickelten ein
Schwangerschaftshypertonus. Bei Frauen mit der Variante b/a zeigten 4,3 % einen
Schwangerschaftshypertonus und Frauen mit der Variante a/a waren es 3,3 %. 3,6 % der
Frauen mit dem eNOS Polymorphismus VNTR 4 b/b entwickelten eine Prieklampsie. Bei
Frauen mit der Variante b/a waren es 3,6 % und bei Frauen mit der Variante a/a waren es
3,3 %. Es konnte fiir diese Studie kein signifikanter Zusammenhang zwischen dem eNOS

Polymorphismus im Intron 4 a/b und der Entwicklung einer Pracklampsie festgestellt werden.

3.4. Geburtsgewicht in Abhiingigkeit des miitterlichen Gentyps

Tabelle 6. Geburtsgewicht in Abhdngigkeit des miitterlichen Gentyps

VNTR 4 a/b

b/b b/a a/a

1522 (70 %) 604 (28 %) 60 (2,7%) p
3312657 g 3279+676 g 3377+630 g 0,56

Die P-Werte wurden durch ANCOVA in Bezug auf das miitterliche Alter bei Geburt, das
Geschlecht des Neugeborenen, Zwillingsschwangerschaften, miitterlichen Hypertonus,
miitterlichen Diabetes mellitus, den miitterlichen BMI und etwaigen Nikotinabusus wéhrend

der Schwangerschaft angeglichen.

Die Kinder deren Miitter den eNOS Polymorphismus VNTR 4 b/b aufwiesen hatten ein
mittleres Geburtsgewicht von 3312657 g. Die Kinder deren Miitter den eNOS
Polymorphismus VNTR 4b/a aufwiesen hatten ein mittleres Geburtsgewicht von
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3279+676 g. Die Kinder deren Miitter den eNOS Polymorphismus VNTR 4 a/a aufwiesen

hatten ein mittleres Geburtsgewicht von 3377630 g.

4. Diskussion
4.1. Hiufigkeit der Allelfrequenz im Vergleich zu anderen Studien

Die Studie ergab fiir den eNOS Genpolymorphismus VNTR 4 a/b folgende Verteilung im
untersuchten Kollektiv (n= 2186): 69,6 % Wildtyp (b/b) und 27,6 % fiir die Variante (b/a).
Die Frequenz des Allels (a/a) lag bei 2,7 %. Die Héaufigkeitsverteilung der Allele des
eNOS4 a/b VNTR Polymorphismus variiert stark in den einzelnen Studien in Abhéngigkeit
der untersuchten ethnischen Gruppen. So wurde das homozygote aa-Allel bei afrikanisch

stimmigen Amerikanern deutlich hiufiger gefunden als bei anderen Volksgruppen.®'**'% |

n
der Arbeitsgruppe Benedetto et al. an einem europdischen Studienkollektiv ergab sich,
dhnlich unserer Studie, folgende Verteilung: 66,7 % Wildtyp (b/b), 31,3 % fiir die Variante

(b/a) und 2 % fiir die Variante (a/a).'*®

4.2.  Genetische Pridisposition der schwangerschaftsinduzierten hypertensiven

Erkrankungen am Beispiel der Prieklampsie

Wir konnten dem von uns untersuchten eNOS Genpolymorphismus VNTR 4 a/b keinen
Einfluss auf die Entstehung von hypertensiven Krankheiten wie der Praeklampsie
nachweisen. Es zeigten sich keine signifikanten Blutdruckdifferenzen, weder systolisch noch
diastolisch, zwischen den einzelnen Allelgruppen des eNOS Polymorphismus im Intron 4
wihrend der drei Schwangerschaftstrimester. Rein rechnerisch zeigte sich ein signifikanter
Unterschied  zwischen den verschiedenen Allelgruppen im Bezug auf die
Proteinausscheidung im ersten Trimester. In der Allelgruppe b/b zeigten 11% der Frauen im
ersten Trimester einfach positive U-Stix-Werte und 0,5% mehrfach positive Werte. In der
Allelgruppe b/a waren 8% einfach positiv auf Proteine im Urin und 2,5% mehrfach positiv.
Im Gegensatz dazu waren alle Frauen der Allelgruppe a/a im ersten Trimester negativ auf
Proteine im Urin. Allerdings betrug die Gesamtzahl der Frauen mit der Allelgruppe a/a nur
60, die Fallzahl der Gruppe b/b 1522 und 604 Frauen wiesen die Allelkonstellation b/a auf.
Eine Erkldrung konnte in der Wertung des Dipstick Testes liegen. Es wurden zwar nur Urin-
Stickergebnisse verwendet, welche Nitrit-negativ waren. Allerdings kdnnen nicht korrekt

durchgefiihrte Mittelstrahlurinproben durch Verunreinigungen durch z.B. Vaginalsekret zu
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falsch positiven Proteinwerten fithren.**” Laut Definition der Prieklampsie wire mit einer
neu auftretenden Proteinurie erst ab dem zweiten Schwangerschaftstrimester zu rechnen, so
dass wir eigentlich keinen Unterschied zwischen den verschiedenen Allelgruppen im ersten
Trimester erwartet hitten. Allerdings ist die genaue Wirkung des a-Allels immer noch nicht

hinreichend geklirt. Zahlreiche Studien kamen zu kontroversen Ergebnissen.'*'*!

Die kontroversen Studienergebnisse werden im folgenden Kapitel (4.3.) durch verschiedene

Erklarungsmodelle erléutert.

Des Weiteren konnte fiir diese Studie kein signifikanter Zusammenhang zwischen dem
untersuchten Polymorphismus und der Proteinausscheidung wiahrend der Schwangerschaft
oder auf die Entwicklung von Odemen nach der 20. SSW festgestellt werden. Einzelne
Polymorphismen sind hochstwahrscheinlich nur fiir einen geringen Teil der multifaktoriellen
Pathogenese hypertensiver Erkrankungen in der Schwangerschaft verantwortlich. Jedoch gilt
eine  genetische  Prddisposition fiir die  Entwicklung einer  hypertensiven

. 48,107,108
Schwangerschaftserkrankung als bewiesen.**'""

In mehreren Arbeitsgruppen wurde
gezeigt, dass Tochter von Miittern mit Praeklampsie ein signifikant hoheres Risiko hatten,
selbst eine Prieklampsie zu entwickeln, als Tochter von Miittern ohne Prieklampsie.'” In
eine schwedischen Studie mit groBBer Fallzahl (N>1.100.000) hatten Frauen, deren Schwestern
an Priaeklampsie litten, ein mehr als dreimal hoheres Erkrankungsrisiko als Frauen, deren

Schwestern nicht an Prieklampsie erkrankten.'"

Bestitigt wurde diese Aussage u.a. in einer
amerikanischen Studie (N>10.000). Es wurde gezeigt, dass eine positive Familienanamnese in
Bezug auf SIH und Prieklampsie ein erhdhtes Risiko fiir Schwestern betroffener Frauen

darstellt.'!!

Eine positive Familienanamnese fiir Prieklampsie ist mit einem zwei- bis fiinffach
erhohten Risiko fiir die Entwicklung einer Prieklampsie verbunden.''* Gene die beispiclweise
die Blutdruckregulation beeinflussen, konnten an der Entstehung der Praeklampsie beteiligt
sein. Eines der am haufigsten untersuchten Kandidatengene ist das eNOS-Gen. Verschiedene
Pathomechanismen konnten fiir die Entstehung der Praeklampsie verantwortlich sein. In
Verdacht steht eine reduzierte Synthese von eNOS durch DNA-Polymorphismen,
Alterationen in der Expression von eNOS durch geminderte Gentranskription oder reduzierte
Halbwertszeit der eNOS-mRNA. Eine gesteigerte Verstoffwechselung von NO, eine erhohte
Konzentration von endogenen Inhibitoren der eNOS, sowie eine geminderte Sensibilitdt

gegeniiber NO stehen ebenfalls zur Diskussion.''>'!*
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4.3. Einfluss des Genpolymorphismus eNOS Intron 4 a/b auf

schwangerschaftsinduzierte hypertensive Erkrankungen

Zahlreiche Studien, welche die Rolle des eNOS Intron 4-Polymorphismus auf
schwangerschaftsinduzierte Blutdruckerkrankungen wie Priaeklampsie untersuchten, ergaben
widerspriichliche Ergebnisse. In unserer Studie an 2186 Frauen konnte kein signifikanter
Zusammenhang zwischen dem betreffenden Genpolymorphismus und Priaeklampsie
hergestellt werden. 3,6 % der von uns untersuchten Frauen mit dem eNOS Polymorphismus
VNTR 4 b/b entwickelten eine Praeklampsie. Bei Frauen mit der Variante b/a waren es 3,6 %
und bei Frauen mit der Variante a/a waren es 3,3 %. Die Werte unserer Studie entsprechen der
Inzidenz der Prieklampsie in der Normalbevélkerung.” Studien aus Italien, Brasilien und
Deutschland postulierten ebenfalls keinen Zusammenhang zwischen dem Polymorphismus im
Intron 4 und dem Auftreten von Prieklampsie oder schwangerschaftsassoziierter

. 115,116
Hypertome.77’ ’

Eine Studie an kolumbianischen Frauen mit Praeklampsie fand ebenfalls
keinen Zusammenhang mit dem Auftreten des Intron 4-Polymorphismus, wohl aber mit dem
Auftreten des Asp-298-Polymorphismus im Exon 7.7 In einer weiteren Studie an
amerikanischen Frauen, allerdings mit deutlich kleiner Fallzahl, war wiederum der eNOS
Intron 4-Polymorphismus mit einem signifikant groBeren Risiko verbunden, an Praeklampsie
zu erkranken. AuBerdem war dieser mit einem héheren Blutdruck assoziert.''® Eine Studie an
einem spanischen Kollektiv bestdtigte einen signifikanten Zusammenhang zwischen dem
selteneren ~ Allela  des  eNOS-Polymorphismus-Intron4  und  Prieklampsie.'"”
Widerspriichliche Ergebnisse fanden sich in Studien, welche den Einfluss von eNOS VNTR

120,121 e . .
*“" Es existieren verschiedene Anséitze, um

4 a/b auf den NO-Plasmalevel untersuchten.
diese gegensitzlichen Ergebnisse zu erkldren. Zu kleine Fallzahlen kdnnen zur Verfélschung
von Ergebnissen fithren, was fiir unsere Studie mit einer Fallzahl von 2186 Frauen nicht
zutreffen diirfte. Es ist weiter denkbar, dass ethnische Differenzen in der phinotypischen
Expression des eNOS Polymorphismus existieren, sodass eine ethnische Gruppe mit der
eNOS 4 a-Variante eher Marker der Priaeklampsie ausbildet als eine andere ethnische Gruppe
mit der selben Genvariante. Es gilt als erwiesen, dass es signifikante ethnische Unterschiede
in der Inzidenz und der Manifestation von hypertensiven Schwangerschaftserkrankungen wie

Prieklampsie gibt.'>'*

Im Gegensatz dazu postulierte eine aktuelle Studie aus 2013 einen
signifikanten Zusammenhang zwischen dem Allel 4a des eNOS Intron 4a/4b
Polymorphismus und der Entwicklung einer Prieklampsie unabhéngig von der ethnischen

Zugehorigkeit. Untersucht wurden 250 Kaukasierinnen und 220 Frauen aus Ghana.'”> Von
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den Studienteilnehmerinnen entwickelten 74 Kaukasierinnen und 84 Afrikanerinnen eine
Prieklampsie. Die Ergebnisse konnten allerdings durch zu kleine Fallzahlen verfélscht sein.
Wahrscheinlich gelingt es erst durch die Analyse von Markern der Prieklampsie im
Zusammenhang  mit  Polymorphismus-Kombinationen = an  ausreichend  groflen

106
In

Studienpopulationen ggf. kleine aber signifikante genetische Effekte herauszufiltern.
unserer Arbeitsgruppe wurden im Rahmen anderer Dissertationen weitere Polymorphismen
der endothelialen NO-Synthase in Bezug auf Marker der Praeklampsie an grof3en Fallzahlen
untersucht. Auch hier zeigten sich keine Auswirkungen der eNOS Polymorphismen G894T,
T786C und Intron 4 a/b, weder einzeln noch als Haplotypen auf Marker der Prieklampsie.'**
Eine aktuelle Meta-Analyse aus dem Jahr 2013 konnte ebenfalls keinen Zusammenhang

125 .
Eine

zwischen dem eNOS Polymorphismus des Intron 4 a/b und Prieklampsie finden.
weitere Meta-Analyse aus dem Jahre 2013 zur Rolle der eNOS Polymorphismen welche 11
Studien zum Intron 4 a/b Polymorphismus, 11 Studien zum -786T>C Polymorphismus und 22
Studien zum G894T Polymorphismus untersuchte, postuliert einen signifikanten
Zusammenhang zwischen dem eNOS Polymorphismus des Intron 4 a/b und dem 786 T>C
Polymorphismus bei der Entstehung von Priaeklampsie. Des Weiteren besagt diese Meta-
Analyse, dass eine niedrige NO-Serumkonzentration das Risiko einer Pricklampsie erhoht.'*®
Eine Analyse aus China aus dem Jahr 2012 zeigte ebenfalls einen Zusammenhang zwischen
dem von uns untersuchten Polymorphismus und Prieklampsie.'”’ Die Rolle des eNOS
Polymorphismus des Intron 4 a/b bei der Entstehung der Priaeklampsie bleibt weiterhin
unklar. Polygenetische Erkrankungen werden durch eine Vielzahl von genetischen und nicht
genetischen  Einflussfaktoren verursacht, die wiederum miteinander interagieren.
Wahrscheinlich tragen mehrere Gene an unterschiedlichen Genorten und unterschiedliche
Allele innerhalb eines Gens zur Krankheitsentstehung bei (Multilokus-Multiallel-Modell).'*®
Die sogenannte ,threshold theory* besagt, dass bei einer polygenetischen Erkrankung das
Vorhandensein einer polymorphen Risikovariante die Schwelle fiir eine Erkrankung senkt.
Eine aktuelle Theorie geht davon aus, dass polygenetische Erkrankungen eher von vielen
Polymorphismen mit jeweils geringen bis moderaten phédnotypischen Effekten als von
wenigen Polymorphismen mit starken Effekten auf den Phénotyp verursacht werden. Auch in
den momentan vorliegenden Ergebnissen aus genetischen Assoziationsstudien zu
Priaeklampsie zeichnet sich ab, dass mehrere Gene mit moderaten bis geringen Effekten im
Zusammenspiel mit Umweltfaktoren die Pridisposition fiir eine Prieklampsie erhchen.'?

Diese Theorie konnte in Studien an komplex vererbten Erkrankungen wie dem

Myokardinfarkt und dem ischdmischen Schlaganfall untermauert werden.'*’
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4.4. Multifaktorielle Ursachen in der Pathogenese der schwangerschaftsbedingten

hypertensiven Erkrankungen insbesondere der Prieklampsie

Ein Beispiel flir das Zusammenwirken von Genpolymorphismen und nichtgenetischen
Einflussfaktoren z.B. Umwelteinfliissen macht eine Studie von Wang et al. deutlich. Fiir das
polymorphe Intron 4 der eNOS wurde bei Rauchern beobachtet, dass die Einschrinkung der
endothelialen NOS-Aktivitdt im plazentaren Gewebe nur bei Trigern der selteneren Allele
(eNOS Intron 4 b/a und a/a) im Vergleich zu den Triagern des Wildtyp-Allels (eNOS Intron
4b/b) vorhanden war.”' Ein weiter Ansatzpunkt in der Pathogenese der
schwangerschaftsinduzierten Blutdruckerkrankungen ist der Einfluss des fetalen Genoms. In
einzelnen Studien wurde der Zusammenhang zwischen dem Auftreten einer Praeklampsie und
fetalen Aneuploidien wie z.B. der Triploidie, der Trisomie 13"°* oder einer Blasenmole'*
herausgearbeitet. Auch ein paternaler Einfluss wird diskutiert. Frauen, die von einem Mann
schwanger wurden, welcher zusammen mit der vorherigen Partnerin eine praeklamptische
Schwangerschaft hatte, wiesen ein zweifach hoheres Risiko auf an einer Prieklampsie zu
erkranken."”* In einer weiteren Studie zeigte sich, dass Schwigerinnen von
Priaeklampsiepatientinnen signifikant haufiger eine Praeklampsie erlitten als Schwigerinnen
gesunder Frauen.’” Minner, deren Miitter eine Prieklampsie hatten, waren hiufiger Vater
einer praeklamptischen Schwangerschaft als Mainner, die nach einer normalen

Schwangerschaft geboren wurden.'*

In der vorliegenden Studie fand keine Befragung der
Viter im Hinblick auf Praeklampsie in deren Familien statt, da zum Befragungszeitpunkt die
Viter meist nicht anwesend waren. Ein immunologisches Mitwirken bei der Entstehung
schwangerschaftsassoziierter hypertensiver Erkrankungen wird deutlich bei der Beobachtung,
dass das Risiko fiir die Entwicklung einer Praeklampsie durch Primiparitdt, durch einen
Partnerwechsel zwischen zwei Geburten, durch den Gebrauch von Kondomen, durch in-vitro-
Fertilisation und durch Schwangerschaften nach Oozytendonation erhoht wird.”’”"*® Der
Kontakt mit Sperma eines Partners iiber einen ldngeren Zeitraum hinweg scheint dagegen das
Risiko einer Prieklampsie zu minimieren.'”” Ebenso kann eine gestdrte miitterliche
Immuntoleranz gegeniiber dem Fotus zu Aborten, Friihgeburten,
Schwangerschaftshypertonus, Pricklampsie und Eklampsie fiihren.'* NO-hemmende
Substanzen, ein Substratmangel, z.B. ein Arginin-Mangel, ein Kofaktor-Mangel, ein
gesteigerter Abbau von NO durch Sauerstoffradikale sowie Diffusionshemmnisse fiir NO
durchs Endothel werden ebenfalls mit der Beeintrichtigung des NO-Stoffwechsels bei

38,62,66

Priaeklampsie in Zusammenhang gebracht. Letztendlich konnte die Beeintrachtigung des
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NO-Stoffwechsels bei Praeklampsie nicht nur die Ursache, sondern auch eine Folge der
pathologischen Alteration der Endothelfunktion darstellen. Die aktuelle Studienlage deutet
darauf hin, dass die schwangerschaftsinduzierten Erkrankungen, insbesondere die
Prieklampsie, multifaktorielle und polygenetische Erkrankungen sind. Eine Storung des
endothelialen NO-Stoffwechsels ist Teil der Pathogenese der Priaeklampsie und
wahrscheinlich genetisch bedingt. Zusammengefasst ldsst sich feststellen, das genomweite
Kopplungsuntersuchungen widerspriichliche Ergebnisse hinsichtlich der Bedeutung des
Chromosoms 7 als Lokus fiir ein Kandidatengen der Prieklampsie zeigten. Es bleibt trotz
allem die Moglichkeit bestehen, dass in Zukunft ein einzelnes oder mehrere Gene mit einem
stairkeren Effekt auf das Erkrankungsrisiko flir schwangerschaftsinduzierte hypertensive

Erkrankungen wie die Praeklampsie identifiziert werden kdnnten.

4.5. Einfluss des maternalen Genpolymorphismus eNOS Intron 4 a/b auf das

Geburtsgewicht

In unserer Studie konnten wir keinen Zusammenhang zwischen dem untersuchten maternalen
Polymorphismus der endothelialen NO-Synthase Intron 4 a/b und dem kindlichen
Geburtsgewicht im Sinne der ,,advanced fetal programming hypothesis® feststellen. Im
Gegensatz dazu postulierte eine Studie mit kleiner Fallzahl ein geringeres Geburtsgewicht der
Neugeborenen bei Frauen mit wenigstens einem a-Allel."*' Wie schon im Kapitel 1.5.2
beschrieben, besagt die ,advanced fetal programming hypothesis®, dass nicht nur
Umweltfaktoren wie z.B. Erndhrung oder Rauchen, sondern auch die maternalen Gene an der
fetalen Programmierung Anteil haben.'” So wirken sich die miitterlichen Gene auf den
plazentaren Blutfluss, die Néhrstoffversorgung des Feten und somit auf das fetale Wachstum
aus. Im Gegensatz zu unserer Studie konnte in verschiedenen Arbeitsgruppen der Einfluss
anderer miitterlicher Genpolymorphismen auf das Geburtsgewicht des Kindes nachgewiesen

190192 Ein Beispiel stellen die Mutationen im Glukokinasegen dar.'** Glukokinase ist

werden.
ein Enzym der Glykolyse. Es fungiert in der Bauchspeicheldriise gleichzeitig als
Glukoserezeptor und Sensor des Blutzuckerspiegels. Die durch Mutationen verénderten
Rezeptoren messen einen falsch-erniedrigten Glukosewert im Blut, woraus eine verminderte
Insulinsekretion und somit erhdhte Blutzuckerwerte resultieren. Bei Schwangeren fiihrt die
genannte Mutation zu erhohten Glukosewerten im Blut der Mutter und des Feten. Die
daraufhin vermehrte Insulinausschiittung der kindlichen Bauchspeicheldriise stimuliert das

fetalen Wachstum. Somit bringen Miitter mit einer bestimmten Mutation im Glukokinasegen,

verglichen mit der Kontrollgruppe, schwerere Babys zur Welt. Besteht dagegen diese
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Mutation beim Feten, resultiert daraus aufgrund einer inkorrekt erniedrigt gemessenen
Glukosekonzentration eine verminderte Insulinausschiittung und damit ein vermindertes
Wachstum. Weisen sowohl die Mutter als auch der Fetus diese Mutation auf, gleichen sich die
beiden gegensitzlichen Effekte aus, und das Baby zeigt ein normales Geburtsgewicht. Der
von uns untersuchte maternale Polymorphismus der endothelialen NO-Synthase Intron 4 a/b
scheint allein nicht stark genug zu sein, um sich auf das Geburtsgewicht auszuwirken. Der
EinfluB von monogenetischen Mutationen auf das Geburtsgewicht wie zum Beispiel die
bereits erwdhnte Mutation im Glukokinasegen gilt als bewiesen. Es ist jedoch auch denkbar,
dass viele Polymorphismen mit jeweils geringen bis moderaten phénotypischen Effekten
Auswirkungen auf das Geburtsgewicht haben konnten. Das niedrigere Geburtsgewicht der
Neugeborenen priaeklamptischer Miitter entspricht nicht nur einer iatrogen verkiirzten
Schwangerschaftsdauer, sondern auch einer intrauterinen Wachstumsverzogerung in Relation
zum Gestationsalter. Eine intrauterine Wachstumsretardierung (IUGR) als héaufige
Komplikation bei den Kindern prieklamptischer Miitter wurde in zahlreichen

14319 Die IGUR ist auch heute noch mit einer erhohten

Untersuchungen festgestellt.
perinatalen Morbiditdt sowie Mortalitdt assoziiert, und stellt einen Risikofaktor fiir
Erkrankungen im Erwachsenenalter dar.”” TUGR ist dabei definiert als ein Zustand, bei
welchem der Fetus sein genetisch determiniertes Wachstumspotential zu einem vorgegebenen
Schwangerschaftsalter  nicht erreicht hat.'*®  Ursdchlich fir die intrauterine
Wachstumsretardierung ist eine plazentare Mangelversorgung des Fotus. In der vorliegenden
Arbeit konnten wir keinen Zusammenhang zwischen dem untersuchten maternalen
Polymorphismus der endothelialen NO-Synthase Intron 4 a/b und Priaeklampsie nachweisen.
Demzufolge wiren im Gegensatz zu einer praeklamptischen Situation der plazentare Blutfluss

und die Nihrstoffversorgung des Feten nicht gestort, welches das im Durchschnitt normale

Geburtsgewicht unserer Studienteilnehmer erklaren wiirde.

4.6. Theorien zur Wirkungsweise eines Introns

In der vorliegenden Dissertation konnte gezeigt werden, dass der Genpolymorphismus eNOS
VNTR 4a/b allein keinen signifikanten Einfluss auf die Blutdruckregulation, die
Proteinausscheidung, die Entwicklung von Odemen und das Geburtsgewicht wihrend der
Schwangerschaft ausiibt. Wie schon im Abschnitt 1.4.4 erwéhnt, wird die endotheliale NO-
Synthase von einem Gen codiert, welches auf Chromosom 7q 35-36 liegt und 26 Exons und
25 Introns aufweist. Der von uns untersuchte Genpolymorphismus ist im Intron 4 lokalisiert.

Unter dem Begriff Transkription versteht man die Herstellung einer Kopie eines Gens in
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Form eines einzelstringigen RNA-Molekiils. Bei der Herstellung der mRNA werden die
Intron-Sequenzen entfernt. Dieser Vorgang wird SpleiBen genannt.'*® Demzufolge konnte
man annehmen, ein Polymorphismus in einem Intron, wie der von uns Untersuchte habe
keinen Einfluss auf die Gentranskription und Gentranslation. Jedoch existieren verschiedene
Erklarungsmodelle, inwieweit eine Verdnderung im Genom des Introns die

Transkriptionsregulation beeinflussen konnte.'*’

Noch nicht geklért ist, ob Polymorphismen
im Intron selbst eine grundlegende Wirkung haben oder nur Marker fiir andere funktionelle
Varianten sind. Ein Hauptproblem bei der Transkription ist das Auffinden der korrekten
Startstelle, so dass moglichst nur der fiir die Funktion des betreffenden Gens bendtigte DNA-
Abschnitt transkribiert wird. Um dies zu ermoglichen, verfiigen Gene tliber eine zum Teil sehr
umfangreiche Promotorregion. Ein vorstellbarer Mechanismus wére z.B. eine Assoziation des
Polymorphismus im Intron mit einer Mutation in einer kodierenden Genregion oder im
Promotor. In einer Studie wurde ein Zusammenhang zwischen dem a-Allel im Intron 4 des
eNOS Gens mit einem T—C Polymorphismus (g.-786T>C) in der Promotorregion gefunden.
Hierdurch wird die Transkription des Gens beeinflusst. Bei C-Allel-Tragern ist die

148 Biner koreanischen

Promotoraktivitdt weniger als halb so stark wie bei T-Allel-Trigern.
Arbeitsgruppe zufolge zeigte der T—C—Promotor-Polymorphismus des eNOS-Gens die
gleiche Allel-Verteilung wie der Intron 4-Polymorphismus in kultivierten humanen
Endothelzellen (HUVEC). Der mittlere eNOS-Proteinlevel der kultivierten HUVEC- Zellen
mit dem 4 a/4 b-Genotyp war signifikant niedriger als der Proteinlevel der 4 b/4 b-Zellen.
Auch die Enzymaktivitit war in der 4 a/4 b-Gruppe geringer.'* Denkbar wire ebenfalls der
Einfluss auf ein benachbartes Gen, welches bei der Pathogenese der Praeklampsie beteiligt ist.
Vielleicht verdndern bestimmte Polymorphismen in Intronregionen den Vorgang des
Spleiflens, was wiederum zu Modifikationen im Transkriptionsprodukt fiihrt. Die verénderte
Genexpression kann die Ausbildung von Phinotypen beeinflussen. Des Weiteren wird der

Einfluss auf ein noch unbekannten Enhancer-/Suppressorelement diskutiert.'”’

Hypothesen,
nach denen Introns bedeutungslos fiir die Proteinsynthese sind, gelten mittlerweile als
widerlegt. Einzelnen Introns wird inzwischen eine Rolle bei der Genregulation

151,152

zugeschrieben. Beispielsweise konnen Introns Sequenzen enthalten, die cis-

153,154 Bei diesen Elementen handelt es

regulatorische Elemente bestimmter Gene darstellen.
sich um Sequenzen der Promotorregion, die durch Interaktion mit weiteren Strukturen die
Transkription beeinflussen. Cis-regulatorische Elemente ermdglichen die Bindung der RNA-
Polymerasen an den Transkriptionsstartpunkt und konnen Informationen dariiber geben, mit

welcher Effizienz ein Gen transkribiert wird bzw. wie seine Transkription reguliert ist. 2002
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postulierte eine Arbeitsgruppe einen Haplotyp-abhingigen cis-regulatorischen Effekt des
Polymorphismus im Intron 4 auf den Promotor und damit auf die Transkriptionseffektivitit.
Beim 4 a/4 b-Genotyp war die Transkriptionseffektivitit signifikant niedriger als bei der
Genvariante 4 b/4 b."> In der Literatur wird vermerkt, dass einzelne Introns fiir Proteine

kodieren konnen.'>®

Es wird vermutet, dass die Ausprigung eines Phinotyps nicht nur von
den proteinkodierenden Sequenzen eines Genoms abhéngt, sondern wesentlich von der
Regulation der Genexpression bestimmt wird. Die Regulation der Genexpression wird u. a.
von Informationen, die in Introns enthalten sind, beeinflusst. Neben Verdnderungen, die
funktionelle Elemente der Introns beeinflussen, ist auch denkbar, dass durch Varianten
strukturelle Anderungen der mRNA entstehen, die weitere Schritte der Proteinsynthese, wie
den Transport zu den Ribosomen, die Regulation des Spleiflens oder die Bindung von mRNA

an Ribosomen beeinflussen.

5.  Zusammenfassung

Man vermutet, dass hypertensive Erkrankungen in der Schwangerschaft unter anderem durch
Storungen der Plazentaentwicklung und -perfusion ausgeldst werden. Ziel dieser Dissertation
war es, den Einfluss des eNOS 4 a/b Genpolymorphismus auf die Blutdruckregulation, die
Proteinausscheidung und die Odembildung in der Schwangerschaft zu untersuchen. Um
gegebenenfalls kleine aber signifikante genetische Effekte ausfindig zu machen
konzentrierten wir uns nicht auf die binidren Endpunkte wie Gestationshypertonus und
Praeklampsie. Stattdessen analysierten wir den Verlauf einzelner Marker wie
Blutdruckverhalten,  Proteinausscheidung und  Odementwicklung  wihrend  der
Schwangerschaft. Zusitzlich untersuchten wir, ob der eNOS 4 a/b Genpolymorphismus
Einfluss auf das Geburtsgewicht des Neugeborenen hat. Menschliche DNA wurde aus dem
Vollblut von Miittern und Neugeborenen isoliert. Darauthin wurde eine Typisierung des
eNOS Polymorphismus im Intron 4 a/b mit Hilfe der Polymerasekettenreaktion (PCR)
durchgefiihrt. Mittels elektrophoretischer Auftrennung der gewonnenen DNA und
anschlieBender Féarbung mit 0,05 %igem Ethidiumbromid erfolgte die Auswertung der
BandengroB8e der PCR-Produkte unter ultraviolettem Licht. Alle Proben wurden doppelt
bestimmt und nur bei Ubereinstimmung verwendet. Die Datenerhebung erfolgte durch
ausfiihrliche Gespriache mit jeder Frau mittels eines Studienprotokolls und der Verwendung
von Daten aus dem Mutterpass. Die Studie ergab fiir den eNOS Genpolymorphismus VNTR
4 a/b folgende Verteilung im untersuchten Kollektiv (n=2186): 69,6 % Wildtyp (b/b) und

27,6 % fiir die Variante (b/a). Die Frequenz des Allels (a/a) lag bei den untersuchten
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Schwangeren bei nur 2,7 %. Es konnte anhand einer groflen Teilnehmerzahl an schwangeren
Kaukasierinnen gezeigt werden, das der untersuchte Genpolymorphismus eNOS VNTR 4 a/b
allein keinen signifikanten Einfluss auf die Blutdruckregulation, die Proteinausscheidung und
die Entwicklung von Odemen wiihrend der Schwangerschaft ausiibt. Des Weiteren konnten
wir in unserer Studie keinen Zusammenhang zwischen dem untersuchten maternalen
Polymorphismus der endothelialen NO-Synthase Intron 4 a/b und dem kindlichen
Geburtsgewicht im Sinne der ,,advanced fetal programming hypothesis® feststellen. Im
Gegensatz zu pathophysiologischen Gesichtspunkten und den Ergebnissen von zahlreichen
kleineren Studien, scheinen die Auswirkungen des eNOS Genpolymorphismus VNTR 4 a/b
allein nicht stark genug zu sein, um messbare Verdnderungen bei Schwangeren und ihren

Neugeborenen zu verursachen.

43



Abkiirzungsverzeichnis

IUGR
SSW
SIH
BMI
DM
eNOS
NO
ADH
sFIt-1
VNTR
SNP
ANCOVA
AHM

intrautine growth restriction
Schwangerschaftswoche
schwangerschaftsinduzierter Hypertonus
body mass index

Diabetes mellitus

endotheliale Nitritoxid-Synthase
Stickstoffmonoxid

Antidiuretisches Hormon

16slicher VEGF-Rezeptor 1, der 16slichen fms-like Tyrosinkinase
,variable number of tandem repeats*
,»single nucleotid polymorphismus*
analysis of variance

antihypertensive Medikation
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