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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Einleitung. Die antenatale Glukokortikoidbehandlung mit Betamethason (BET) bei dro-
hender Frihgeburt wird weltweit zur Lungenreifeinduktion durchgefihrt und reduziert die
neonatale Morbiditat und Mortalitat. Jedoch kann sie inshesondere bei hohen, repetitiven
Dosen zu einem verminderten fetalen Wachstum, sowie zu einer negativen Beeinflus-
sung des Gesundheitszustands der Neugeborenen bis ins Erwachsenenalter fihren. Um
die Mechanismen genauer zu verstehen, bedarf es Genexpressionsstudien an der hu-
manen Plazenta, der als Schnittstelle zwischen Mutter und Kind eine besondere Rolle
zukommt. Eine gelaufige Methode ist die quantitative real-time reverse Transkriptase Po-
lymerase-Kettenreaktion (RT-gPCR). Deren Verlasslichkeit ist jedoch stark abh&ngig von

der Verwendung valider interner Kontrollgene (ICG) zur Normalisierung von Zielgenen.

Zielsetzung. Ziel dieser Studie war es, fur Glukokortikoidstudien in der humanen Pla-
zenta eine geeignete Gruppe aus ICG zur Validierung von RT-gPCR-Experimenten zu
finden. Anhand des Glukokortikoidrezeptors (NR3C1) als Zielgen sollte gezeigt werden,
dass die mMRNA-Expression alleine durch eine unterschiedliche und inadaquate Auswahl

der ICG signifikant variieren kann.

Methodik. Sieben ICG (B2M, HMBS, HPRT1, PPIA, RPL19, SDHA und YWHAZ) wurden
durch RT-gPCR-Versuche in der humanen Plazenta (n=96) auf ihre Expressionsstabilitat
beziglich der Faktoren antenatale BET-Gabe, Schwangerschaftsalter bei Geburt, fetales
Geschlecht und plazentare Lokalisation der Proben untersucht. Dafur wurden zwei Ver-
fahren angewandt: (1) In einer ,klassischen® Analyse wurde jedes einzelne ICG statis-
tisch ausgewertet und auf signifikante Gruppenunterschiede getestet. (2) Mithilfe der
Software-basierten Algorithmen geNorm, NormFinder und BestKeeper wurde ein Ran-
king der ICG entsprechend ihrer Expressionsstabilitat erstellt. AnschlieRend wurden die
Rohdaten des Zielgens NR3C1 mit verschiedenen ICG beziehungsweise ICG-Kombina-

tionen normalisiert und die Ergebnisse miteinander verglichen.

Ergebnisse. Wahrend in den peripheren Proben keine signifikanten Gruppenunter-
schiede nachweisbar waren, zeigten sich nach BET-Behandlung in den zentralen Proben
bei funf der sieben getesteten ICG signifikante Effekte, besonders in der Gruppe der

weiblichen Neugeborenen. Zudem fand sich eine Herabregulation der HPRT1- und PPIA-
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Expression bei fortschreitendem Schwangerschaftsalter. Demnach waren nach der ,klas-
sischen® Analyse nur SDHA und YWHAZ zur Normalisierung geeignet. Die Software-ba-
sierte Analyse befand dagegen die Kombination aus HMBS, PPIA, RPL19 und SDHA als
am besten geeignet. Je nachdem, welches ICG beziehungsweise welche ICG-Kombina-
tion zur Normalisierung des NR3C1-Gens eingesetzt wurde, lieferte die statistische Aus-
wertung unterschiedliche Ergebnisse.

Schlussfolgerung. Die Verwendung verschiedener Normalisierungsverfahren kann die
Ergebnisse von Genexpressionsstudien signifikant beeinflussen. Da die Auswahl der ICG
einen wesentlichen Einfluss auf die Ergebnisse hat, sind die Evaluation und der Einsatz
geeigneter ICG fur eine akkurate und valide Normalisierung notwendig. Fur Glukokor-
tikoidstudien in der humanen Plazenta wird die Kombination aus HMBS, PPIA, RPL19
und SDHA zur Normalisierung empfohlen.
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Abstract

Abstract

Introduction. The antenatal glucocorticoid treatment betamethasone (BET) is applied
worldwide to induce lung maturation in cases of imminent premature delivery, reducing
neonatal morbidity and mortality. However, the treatment can reduce fetal growth as well
as the neonate’s state of health until adulthood, especially when given in high, repetitive
doses. The placenta plays a special role during treatment as the interface between
mother and child. For a better understanding of the underlying mechanisms, gene ex-
pression studies of the human placenta are needed. A common tool is quantitative real-
time reverse transcriptase polymerase chain reaction (RT-qPCR), though its reliability is
strongly dependent on the use of valid internal control genes (ICGs) for the normalisation

of target genes.

Objective. The aim of this study was to find a suitable set of ICGs for RT-gPCR assays
in glucocorticoid studies of the human placenta. The glucocorticoid receptor (NR3C1) was
used as a target gene to demonstrate that mMRNA expression can vary significantly solely
due to the selection of different and inadequate ICGs.

Methods. Seven ICGs (B2M, HMBS, HPRT1, PPIA, RPL19, SDHA and YWHAZ) were
investigated in RT-qPCR experiments of the human placenta for their expression stability
in relation to antenatal BET treatment, gestational age at birth, fetal sex and placental
localisation of the samples. Two different procedures were applied: (1) In a “classical”
analysis each single ICG was statistically investigated and tested for significant group
differences. (2) Using the software-based algorithms geNorm, NormFinder and Best-
Keeper a ranking of the ICGs was generated corresponding to their expression stability.
Subsequently, the raw data of the target gene NR3C1 was normalised with different ICGs

and ICG combinations respectively, and its results were compared.

Results. There were no significant group differences detected in the peripheral samples.
However, BET treatment lead to significant effects in the central samples in five of the
seven ICGs, especially in the female neonates. According to the “classical” analysis a
downregulation of HPRT1 and PPIA expression was found with progressive gestational
age indicating that only SDHA and YWHAZ would be suitable for normalisation. However,
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the software-based analysis evaluated HMBS, PPIA, RPL19 and SDHA as the most ap-
propriate combination of ICGs for normalisation. Depending on the selection of ICGs for

the normalisation of NR3C1, different results were revealed by the statistical analyses.

Conclusion. The use of different methods for normalisation can significantly influence
the results of gene expression studies. Since the selection of ICGs has an essential im-
pact on the results, the evaluation and the use of suitable ICGs are necessary for an
accurate and valid normalisation. The combination of HMBS, PPIA, RPL19 and SDHA is
recommended for target gene normalisation in glucocorticoid studies of the human pla-

centa.
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1. Einleitung

1. Einleitung
1.1 Interne Kontrollgene

1.1.1 Normalisierung von RT-gPCR-Daten

Die quantitative real-time reverse Transkriptase Polymerase-Kettenreaktion (RT-gPCR)
ist eine weit verbreitete Methode zur Messung des Expressionsniveaus einzelner Gene
Uber die Quantifizierung der entsprechenden messenger RNA (mMRNA). Da durch die ex-
ponentielle Amplifikation der RT-gPCR bereits kleinste mRNA-Mengen erfasst werden
kénnen, liegen ihre Vorteile unter anderem in ihrer hohen Sensitivitat und Spezifitat.* Al-
lerdings sind die Messergebnisse storanfallig fur Faktoren, wie eine unterschiedliche
RNA-Qualitat der Proben, RNA-Verlust wahrend der Probenaufbereitung, kinetische
Schwankungen des reverse Transkriptase-Enzyms, Ungenauigkeiten bei der Versuchs-
durchfiihrung, sowie Unterschiede in den Primer-Effizienzen.: 2 Um diese Schwankun-
gen auszugleichen, ist eine akkurate Normalisierung der mRNA-Expression notig.

Es gibt verschiede Normalisierungsmethoden, die ihre jeweiligen Vor- und Nachteile mit
sich bringen.! Die gangigsten Methoden sollen hier in Kiirze dargestellt werden. Das ein-
fachste Verfahren ist der konsequente Einsatz des gleichen Probenvolumens, Proben-
gewichts oder der gleichen Zellzahl. Jedoch ist es aufgrund zu hoher Unterschiede der
MRNA-Menge pro ml oder mg Gewebe beziehungsweise pro Zellzahl zur exakten Nor-
malisierung nicht ausreichend und sollte daher mit anderen Methoden kombiniert wer-
den.! Ein zweites Verfahren zur Normalisierung ist das Beziehen der mRNA auf die totale
RNA-Menge der Probe. Dies setzt voraus, dass das Verhéaltnis von mRNA und riboso-
maler RNA (rRNA) immer konstant bleibt.! Es hat sich jedoch gezeigt, dass das Verhalt-
nis von mRNA zu rRNA abhéngig von den Versuchsbedingungen Schwankungen unter-
liegt.2 Ebenfalls kann eine Normalisierung mit genomischer DNA vorgenommen werden.
Jedoch wird diese durch die Variabilitat der DNA-Menge und durch die Schwierigkeit ei-
ner zeitgleichen Extraktion von mRNA und DNA limitiert.! Die Transfektion von kiinstlich
synthetisierten RNA-Molekilen in die Zelle hat den Vorteil, dass pro Zelle exakt die glei-
che Molekilmenge eingebaut werden kann. Nachteilig ist, dass diese Methode sehr auf-
wendig ist und sich nicht fiir den Vergleich verschiedener Zell- oder Gewebearten eignet.*

Das derzeit am weitesten verbreitete Verfahren zur Normalisierung der Zielgenexpres-

sion ist die Verwendung von Referenzgenen beziehungsweise internen Kontrollgenen



1. Einleitung

(ICG).1 4 Hierbei wird die Zielgenexpression in Verhaltnis zur Expression konstant expri-
mierter ICG gesetzt, wodurch versuchsbedingte Schwankungen der mRNA-Menge aus-
geglichen werden sollen. Dies funktioniert allerdings nur unter der Voraussetzung, dass

die mRNA der ICG stabil exprimiert wird und keinen Regulationen unterliegt.*

1.1.2 Notwendigkeit interner Kontrollgene fir Expressionsstudien

ICG sind Gene, deren Funktionen essentiell fir das Uberleben der Zelle sind und die in
allen kernhaltigen Zellen vorkommen und synthetisiert werden.®> Im Gegensatz zu vielen
anderen Genen, deren Expressionsmuster abhangig von der Zellart oder von den Um-
weltbedingungen innerhalb und auRerhalb der Zelle sind, gilt die MRNA-Expression der
ICG als weitgehend konstant. Das bedeutet, dass sie bestenfalls nicht beziehungsweise
kaum von Einflussfaktoren reguliert werden und dass sie unabh&ngig von der Gewebeart
gleichmafig exprimiert werden.® Es gibt zwei Arten von Einflussfaktoren: innere und &u-
Bere. Unter inneren Einflussfaktoren sollen hier Vorgéange verstanden werden, die sich
innerhalb des untersuchten Organismus abspielen, wie beispielsweise die Stoffwechsel-
lage oder hormonelle Schwankungen. AuRere Einflussfaktoren umfassen dagegen Ma-
nipulationen von aul3en, wie die Exposition mit Substanzen, die sich auf das Transkriptom
auswirken, sowie mMRNA-verandernde Prozesse bei der mRNA-Extraktion und -Bearbei-
tung.

Bekannte und haufig verwendete ICG sind beispielsweise Beta-Actin (ACTB), Glycerinal-
dehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) oder 18S ribosomale RNA (RNA18S).
Lange Zeit wurde angenommen, dass die Schwankungen in der Expression von ICG
vernachlassigbar gering seien. In den letzten Jahren hat sich jedoch herausgestellt, dass
die meisten der verwendeten ICG durch innere und aul3ere Einflussfaktoren doch mal3-
geblich reguliert werden konnen und dadurch die Quantifizierung eines Zielgens ver-
falscht werden kann. In einer Studie von Spanakis et al. konnte gezeigt werden, dass sich
die Expressionsprofile von ACTB, GAPDH und 28S ribosomale RNA (RNA28S) in ver-
schiedenen Epithel- und Fibroblasten-Zelllinien voneinander unterscheiden und dass sie
durch Inkubation mit den transkriptionsmodulierenden Substanzen Choleratoxin und 12-
O-Tetradecanoyl-Phorbol-13-Acetat unabhangig voneinander reguliert werden.” Tri-
carico et al. untersuchten elf ICG in Patientenbiopsien aus unterschiedlichem Gewebe
und fanden heraus, dass sich die Genexpression sowohl zwischen den Individuen, als

auch zwischen verschiedenen Gewebearten des gleichen Individuums unterscheidet.®
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Fur vergleichende Expressionsstudien an ruhenden und aktivierten humanen T-Lympho-
zyten hat sich RNA18S als verlassliches ICG erwiesen, wohingegen ACTB und GAPDH
deutliche Unterschiede zwischen aktivierten und nicht-aktivierten T-Lymphozyten aufwie-
sen.® Diese Studien zeigen, dass die Expressionsstabilitat und damit das Potential eines
Gens zur internen Kontrolle von den jeweiligen Versuchsbedingungen abhéngen. Ein
ICG, das sich in einem bestimmten Versuchsaufbau als stabil erwiesen hat, kann in ei-
nem anderen Rahmen Schwankungen unterliegen. So beobachteten Thellin et al. in kul-
tivierten humanen mononuklearen Zellen Veranderungen in der Expression von GAPDH
und dem ribosomalen Protein L32 durch eine Inkubation mit Mitogenen. Die gleichen
Gene erwiesen sich jedoch als stabile ICG in Milzgewebe von Mausen, die nach unter-
schiedlichen Immunisierungsprotokollen behandelt wurden.® Einige Studien lassen ver-
muten, dass jedes ICG reguliert werden kann und somit kein ideales und universal ein-
setzbares ICG existiert.> 1011

Aufgrund der hohen Diversitat in der Durchfiihrung von RT-gPCR-Studien, sowie eines
Mangels an Transparenz und Reliabilitat vieler Publikationen entwickelten Bustin et al.
die MIQE-Empfehlungen (,Minimum Information for Publication of Quantitative Real-Time
PCR Experiments”).# Diese stellen Richtlinien Gber das Mindestmald an Informationen
dar, die Autoren von RT-gPCR-Studien verdffentlichen sollen, um deren Verlasslichkeit,
korrekte Interpretation und Reproduzierbarkeit zu gewéhrleisten. Des Weiteren gaben sie
Empfehlungen zur praktischen Durchfihrung von RT-gPCR-Experimenten heraus. Be-
zuglich der Normalisierung von RT-gPCR-Daten legen sie Wissenschaftlern eine den ei-
gentlichen Versuchen vorgeschaltete Validierung der ICG nahe, sowie den Gebrauch von
mehreren ICG.* 12

Trotz der Studienlage und des Bekanntheitsgrades der MIQE-Empfehlungen werden ICG
haufig ungeprift aus der Literatur Ubernommen, ohne sie im Vorfeld auf einen Regulati-
onseffekt durch die vorliegenden Versuchsbedingungen zu Uberprifen. Eine Studie, die
Uber 1700 Publikationen aus den Jahren 2009 bis 2013 auf ihre Qualitat in der Durchflh-
rung und Transparenz von RT-gPCR-Studien untersuchte, zeigte, dass die meisten Au-
toren keine Validierung der ICG vornahmen. Gerade in den Zeitschriften mit einem hohen
Impact-Faktor lieRen sich kaum Studien mit zuvor getesteten ICG finden.*®* Um eine mog-
lichst exakte Normalisierung zu gewahrleisten, ist es aber notwendig, valide ICG zu fin-
den, deren Expressionen nicht durch den jeweiligen experimentellen Aufbau beeinflusst

werden.
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Bezuglich der Anzahl der zur Normalisierung einzusetzenden ICG herrscht Uneinigkeit.
In den meisten Studien werden die Expressionen des Zielgens auf nur ein ICG bezogen.*?
Vandesompele et al. konnten jedoch zeigen, dass die herkémmliche Normalisierung mit
nur einem ICG in 30% der Falle zu einer Verfalschung der Daten um das 3-fache und in
10% der Falle sogar um das 6,4-fache fiihren kann.'® Daher raten einige Autoren von
dem Gebrauch von nur einem ICG ab und empfehlen, mindestens zwei ICG zur Norma-
lisierung zu verwenden.? 1° In den MIQE-Empfehlungen werden sogar mindestens drei
ICG empfohlen. Kommen weniger ICG zum Einsatz solle der Autor explizit darauf hinwei-
sen.'? Andersen et al. relativieren diese Aussage jedoch, da auch der Gebrauch von
mehreren ICG zu einer Verfalschung von Ergebnissen fuhren kdnne. So sei ein sehr
stabiles ICG zur Normalisierung alleine besser geeignet, als die Kombination aus meh-
reren weniger stabilen ICG. Daher solle auch bei der Verwendung mehrerer ICG auf eine

sorgfaltige Auswahl geachtet werden.!*

1.1.3 Verfahren zur Bestimmung von internen Kontrollgenen

Es existieren verschiedene Methoden zur Bestimmung von verlasslichen ICG. Neben der
haufig angewendeten statistischen Analyse der einzelnen ICG auf signifikante Gruppen-
unterschiede (,klassische“ Analyse), wurde eine Reihe von Software-basierten Applikati-

onen entwickelt, die sich verschiedener Algorithmen bedienen.

1.1.3.1 ,Klassische*“ Analyse

Eine weit verbreitete Methode zur ICG-Evaluation ist die statistische Analyse der nicht-
normalisierten Expressionswerte jedes einzelnen ICG auf signifikante Unterschiede zwi-
schen den zu untersuchenden Gruppen.® 16 Diese hier als ,klassische” Analyse bezeich-
nete Methode deckt Regulationen der ICG durch die vorherrschenden Versuchsbedin-
gungen auf und erlaubt eine Einschatzung dartber, ob das ICG fir den jeweiligen Ver-
suchsaufbau zur Normalisierung geeignet ist. Eine Schwache dieses Verfahrens ist aller-
dings, dass lediglich die Gruppenmittelwerte miteinander verglichen werden, nicht jedoch
die Schwankungen der Proben innerhalb der gleichen Gruppe. Zudem ist mit dieser Me-
thode haufig die Verwendung von nur einem ICG verbunden, da keine Aussage getroffen

werden kann, welche Kombination von ICG sich eignen wiirde.®
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1.1.3.2 geNorm

Vandesomepele et al. entwickelten einen Algorithmus zur Evaluation der Expressions-
stabilitdt von ICG, der nicht nur die Variation innerhalb eines ICG, sondern durch paar-
weise Vergleiche ebenso die Variation der ICG untereinander bertcksichtigt. Dem liegt
die Uberlegung zugrunde, dass das Verhaltnis der Expression von zwei idealen ICG in
allen Proben konstant bleibt, unabhangig von der Zellart oder von Versuchsbedingungen.
Das hat zum Vorteil, dass sowohl Schwankungen verschiedener ICG innerhalb der glei-
chen Probenart, als auch Schwankungen des gleichen ICG in verschiedenen Proben,
beispielsweise in unterschiedlichen Gewebearten, miteinander verglichen werden.° Zu-
dem lasst sich mithilfe der geNorm-Software eine Aussage treffen, wie viele ICG zur Nor-
malisierung eingesetzt werden sollten und ab welcher Anzahl der Einsatz eines weiteren
ICG keinen zusatzlichen Nutzen mehr bringt.

Szabo et al. verglichen verschiedene statistische Modelle zur ICG-Bestimmung und be-
urteilten den von Vandesompele et al. entwickelten Algorithmus als valide.'” Ein limitie-
render Faktor ist allerdings, dass die Berechnungen verfalscht werden kénnen, wenn die
eingesetzten ICG sich gegenseitig regulieren oder wenn sie durch ahnliche Faktoren re-
guliert werden. Um die Wahrscheinlichkeit solcher Ko-Regulationen moglichst gering zu
halten, empfehlen Vandesompele et al. ICG auszuwahlen, die im Zellzyklus unterschied-
liche Funktionen tbernehmen.? Des Weiteren konnen webbasierte Datenbanken wie die
Ingenuity Pathway Analysis (IPA®, QIAGEN) genutzt werden, um die ICG auf bekannte,
in der Literatur beschriebene Ko-Regulationen zu tberpriifen.16

1.1.3.3 NormFinder

Das von Andersen et al. entwickelte Microsoft Excel Add-In NormFinder bericksichtigt in
seinem Algorithmus nicht nur Variationen der ICG-Expression tber dem gesamten Pro-
benkollektiv, sondern zuséatzlich Variationen der ICG zwischen einzelnen Subgruppen.
Aus der Intragruppen-Variation und der Intergruppen-Variation wird eine Stabilitats-
konstante fur jedes einzelne ICG berechnet. Nachteilig ist, dass dabei keine Vergleiche
zwischen den verschiedenen ICG hergestellt werden, sondern jedes ICG fir sich betrach-
tet wird.1* Andererseits werden die Ergebnisse auf diese Weise nicht durch Ko-Regulati-
onen der ICG verfalscht, wie es bei Methoden mit paarweisen Vergleichen der Fall ist.1%

14 Fir die Verwendung von NormFinder wird eine Anzahl von mindestens acht Proben je
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Subgruppe empfohlen, sodass bei einer geringen Probenanzahl geNorm verlasslicher

erscheint.14 18

1.1.3.4 BestKeeper

Pfaffl et al. verbinden in ihrer Microsoft Excel-basierten Applikation BestKeeper die sta-
tistische Analyse jedes einzelnen ICG mit der Methode der paarweisen Vergleiche. In
einer Voranalyse wird jedes ICG fir sich evaluiert, was einen Ausschluss besonders in-
stabiler ICG aus der Gesamtanalyse ermdglicht. Durch paarweise Vergleiche werden die
Korrelationen aller moglichen ICG-Kombinationen berechnet und aus den hdchst-korre-
lierten ICG ein BestKeeper-Index ermittelt. Es wird eine Rangordnung der ICG bezuglich
ihrer Korrelationen mit dem BestKeeper-Index erstellt, wobei eine hohe Korrelation fur
eine hohe Expressionsstabilitat spricht.’® Das Besondere an diesem mehrstufigen Vor-
gehen ist, dass eine Beurteilung der ICG auf mehreren Ebenen maglich ist und dass nach
jedem Schritt instabile ICG aus den weiteren Berechnungen ausgeschlossen werden
kénnen. Allerdings birgt diese Methode auch die Gefahr einer Verfalschung durch poten-

zielle Ko-Regulationen der ICG.

1.1.3.5 Vergleich der Software-Applikationen

In einigen Studien wurden ICG mithilfe dieser drei Software-Applikationen ermittelt und
die Ergebnisse miteinander verglichen. De Spiegelaere et al. untersuchten 14 ICG in ver-
schiedenen testikularen Gewebearten und beobachteten, dass sich mit geNorm, Best-
Keeper und NormFinder trotz unterschiedlicher Berechnungen @hnliche Ergebnisse zeig-
ten.'® Ebenfalls ahnliche Ergebnisse der drei Algorithmen fanden sich bei der Testung
von sechs ICG in fetalen Schafsleberproben nach einer antenatalen Gabe von Glukokor-
tikoiden (GC) verglichen mit einer nicht behandelten Kontrollgruppe.'® Bei der Evaluation
von acht ICG in vier Gruppen von humanen mesenchymalen Stammzellen beobachteten
Li et al. Gbereinstimmende Resultate in der geNorm- und NormFinder-Analyse, jedoch
Abweichungen in der BestKeeper-Analyse, was sie auf die unterschiedlichen Algorithmen
zur Berechnung zurtickfuhrten.?° In den meisten Fallen scheinen also geNorm, BestKee-
per und NormFinder trotz verschiedener Vorgehensweisen in der ICG-Analyse zwar
keine identischen, aber doch weitgehend Ubereinstimmende Ergebnisse zu produzie-
ren.16.18.21 Da jede der drei Software-Applikationen ihre eigenen Starken und Schwachen

hat, kbnnen manche Schwankungen eines ICG moglicherweise nur durch einen der drei
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Algorithmen aufgedeckt werden.* 20 Somit konnen sich die drei Algorithmen gegenseitig
erganzen.

In den Hinweisen zur praktischen Umsetzung der MIQE-Richtlinien empfehlen Bustin et
al. die Nutzung von mindestens einem Algorithmus wie geNorm zur Validierung von
ICG.*? Aufgrund der unterschiedlichen Analyseverfahren mit ihren unterschiedlichen Vor-
und Nachteilen, scheint es jedoch ratsam zu sein, eine Testung der ICG mit mehreren
Algorithmen vorzunehmen und die Ergebnisse aller Algorithmen in der Auswahl zu be-

ricksichtigen.

1.1.3.6 Probenumfang zur ICG-Bestimmung

In der Literatur finden sich kaum Aussagen darlber, wie viele Proben zur Bestimmung
geeigneter ICG eingesetzt werden sollten. Fir NormFinder wird die Anzahl von mindes-
tens acht Proben je Gruppe empfohlen.'# Vandesompele et al. fihrten die Analysen mit
GruppengroRen zwischen neun und 34 Proben durch.9 In ICG-Studien in der humanen
Plazenta bewegte sich die Gesamtprobenanzahl in einem Bereich von 16 bis 119 Pro-
ben.?232 In Anbetracht bereits durchgefuihrter Studien zur ICG-Validierung lasst sich fest-
halten, dass die zur Evaluation verwendeten Proben eine reprasentative Stichprobe des

gesamten Probenkollektivs darstellen sollten.

1.1.4 Interne Kontrollgene in der humanen Plazenta

Auch fir PCR-Studien der humanen Plazenta werden ICG haufig ohne Validierung aus
der Literatur Gbernommen. Besonders weit verbreitet ist die Verwendung von GAPDH,
RNA18S und ACTB. Nur wenige Autoren evaluierten bisher die ICG vor ihren Experimen-
ten. Zu diesen wenigen gehoéren Drewlo et al., die die Expressionsstabilitat von acht ICG
in der humanen Plazenta hinsichtlich verschiedener klinischer Gruppen mittels geNorm
verglichen. Dabei erwiesen sich 14-3-3 Protein Zeta/Delta (YWHAZ), Cytochrom C1
(CYC1) und DNA Topoisomerase Typ | (TOP1) als die stabilsten drei ICG.? Cleal et al.
analysierten ICG in Plazenten aus normalen Schwangerschaften in Bezug auf die RNA-
Extraktionsmethode und kamen auf ahnliche Ergebnisse.?? YWHAZ wurde in einigen ge-
Norm-Studien hinsichtlich seiner Expressionsstabilitéat bei diversen Schwangerschafts-
komplikationen wie der fetalen Wachstumsrestriktion, dem Gestationsdiabetes, der
schwangerschaftsinduzierten Hypertonie und der Praekklampsie untersucht und als ge-
eignetes ICG befunden.?622 Bei einer NormFinder-Analyse von Lanoix et al. schnitt
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YWHAZ jedoch als eines der instabilsten ICG schlecht ab.?® In deren Studie wurden neun
Gene hinsichtlich ihrer Eignung als ICG im Rahmen von Expressionsstudien zu Prée-
klampise und Gestationsdiabetes mittels geNorm und NormFinder untersucht.?® Beide
Algorithmen stellten Hypoxanthin Phosphoribosyltransferase 1 (HPRT1) und Cyclophilin
A (PPIA) als die stabilsten Gene heraus und RNA18S als das Instabilste. Dahingegen
erwies sich RNA18S zusammen mit GAPDH in einer geNorm-Studie zum Thema fetale
Wachstumsrestriktion als geeignetes ICG.?8

Im Folgenden soll naher auf den Einfluss der plazentaren Lokalisation, des fetalen Ge-
schlechts und des Schwangerschaftsalters auf die Expression von ICG in der humanen
Plazenta eingegangen werden.

1.1.4.1 Einfluss der plazentaren Lokalisation auf interne Kontrollgene

Es ist schon lange bekannt, dass die humane Plazenta lokalisationsbezogene Unter-
schiede in ihrer Morphologie aufweist. Bereits in den 60er Jahren beschrieben Fox et al.
eine starkere Vaskularisation in zentralen Abschnitten der Plazenta, verglichen mit der
Plazentaperipherie.3® So Uberrascht es nicht, dass auch die Expression einiger Gene in
verschiedenen Regionen der Plazenta variiert.34-3” Darunter befinden sich beispielsweise
Hypoxie-regulierte Gene, wie dem vaskularen endothelialen Wachstumsfakor (VEGF),3*
sowie Mediatoren der Angiogenese, wie Angiopoietin-1.%> Zudem gibt es Hinweise da-
rauf, dass die Expression von ICG von der plazentaren Lokalisation beeinflusst werden
kann.36 37 So beobachteten Tzschoppe et al. in zentralen Plazentaproben héhere Expres-
sionswerte fir die ICG Beta-2-Microglobulin (B2M) und HPRT1 als in peripheren Ab-

schnitten.36

1.1.4.2 Einfluss des fetalen Geschlechts auf interne Kontrollgene in der humanen
Plazenta

Neben der plazentaren Lokalisation, kann die Expression von Genen in der humanen
Plazenta in Abhangigkeit des fetalen Geschlechts variieren. In einer Studie von Sood et
al. fand sich beispielsweise in den Plazenten weiblicher Feten eine hthere Expression
von Genen, die an der Immunregulation beteiligt sind, wie Januskinase 1, Interleukin 2-
Rezeptor (Subeinheit Beta) und Apolipoprotein J. Des Weiteren waren viele der ge-
schlechtsregulierten Gene auf Geschlechtschromosomen lokalisiert.38 Cleal et al. konn-

ten in einer geNorm-Studie auch fur einige ICG geschlechtsabhangige Effekte feststellen:
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Von 17 untersuchten Genen wiesen die sieben stabilsten ICG eine hohere mRNA-EXx-
pression bei mannlichen Feten auf. Dahingegen zeigten die Plazenten weiblicher Feten
hohere Werte ribosomaler RNA 18S.3°

1.1.4.3 Einfluss des Schwangerschaftsalters auf interne Kontrollgene in der hu-
manen Plazenta

Die Plazenta ist ein schnell wachsendes Gewebe, das sich im Laufe der Schwangerschaft
differenziert und weiterentwickelt. Sie reagiert sowohl auf die sich verdndernden Bedurf-
nisse des wachsenden Feten, als auch auf endokrine und metabolische Schwankungen
im maternalen Organismus.4% 4! Die Veranderungen der Plazenta spiegeln sich auch in
deren Genexpression wieder. Sitras et al. verglichen Plazenten des ersten Schwanger-
schaftstrimesters mit Plazenten des dritten Trimersters und beobachteten bei insgesamt
7519 Genen (entspricht 25% der untersuchten Gene) Unterscheide in der Genexpres-
sion.*? Unter diesen regulierten Genen fanden sich auch einige ICG, wie B2M, HMBS,
PPIA, RPL19 und YWHAZ. Lacey et al. untersuchten den Einfluss des Schwanger-
schaftsalters auf die ICG-Expression und stellten ebenfalls eine Zunahme der Expression
von GAPDH vom ersten zum dritten Trimenon fest. ACTB und der eukaryotische Trans-
lation-Initiationsfaktor 2, Subeinheit 2 (EIF2S2) blieben dagegen konstant.3? Statistische
Analysen der Ct-Werte (,cycle threshold®, entspricht der Zykluszahl in RT-gPCR-Versu-
chen, ab der die Fluoreszenz eines Gens sich eindeutig von der Hintergrundstrahlung
abhebt) der ICG GAPDH und RNA18S zwischen dem ersten und dem dritten Schwan-
gerschaftstrimenon ergaben fir GAPDH einen signifikanten Anstieg des Expressionsni-
veaus Uber das Schwangerschaftsalter hinweg, jedoch nur geringe Schwankungen fir
RNA18S.3!

Gerade am Bespiel von GAPDH und RNA18S wird deutlich, dass die Expression der ICG
stark von der zugrundeliegenden Fragestellung und den Versuchsbedingungen abhéangig
ist. Dennoch werden diese beiden ICG haufig fur Studien in der humanen Plazenta ohne
eine vorherige Evaluation eingesetzt.#3-52 Da eine Normalisierung mit instabilen ICG Stu-
dienergebnisse maRgeblich verfalschen kénnen,% 16 ist eine Validierung der ICG auch

fur Genexpressionsstudien in der humanen Plazenta von héchster Relevanz.
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1.1.5 Einfluss synthetischer Glukokortikoide auf interne Kontrollgene

In einer geNorm-Studie mit fetalen Schafsleberproben konnte gezeigt werden, dass ei-
nige ICG, unter anderem Beta-Tubulin (TUBB), nicht nur durch das Schwangerschaftsal-
ter bei Geburt und das fetale Geschlecht reguliert werden, sondern auch durch eine an-
tenatale Behandlung mit Dexamethason (DEX).%® Die synthetisch hergestellten Gluko-
kortikoide (GC) DEX und Betamethason (BET) werden weltweit zur Beschleunigung der
Lungenreife bei drohender Frithgeburt eingesetzt.> %4 Im Gegensatz zu endogenen GC
werden sie nicht von dem plazentaren Enzym 11R-Hydroxysteroid-Dehydrogenase 2
(11BHSD2) abgebaut und gelangen nahezu vollstandig in den fetalen Organismus.%®
Tierexperimentelle und Studien am Menschen deuten darauf hin, dass eine antenatale
GC-Gabe das Expressionsprofil diverser Gene in der Plazenta regulieren kann (siehe
1.2.4).43.56:64 Bjsher gibt es allerdings noch keine Studie in der humanen Plazenta, die
ICG hinsichtlich eines Regulationseffektes durch eine antenatale GC-Behandlung evalu-

iert.

1.2 Lungenreifeinduktion

1.2.1 Ein Blick in die Historie

Das neonatale Atemnotsyndrom tritt insbesondere bei Neugeborenen auf, die vor Voll-
endung der 34. Schwangerschaftswoche (SSW) geboren wurden, und ist Schatzungen
zufolge fir rund 60% der perinatalen Sterblichkeit verantwortlich.>* Im Jahr 2010 stellten
9,2% aller Lebendgeburten in Deutschland Frihgeburten dar. Weltweit nimmt die Frih-
geburtenrate in den letzten Jahrzehnten zu, wobei dank verbesserter Moglichkeiten in
der Behandlung und Pravention die neonatale Mortalitat und Morbiditat gesunken sind.5>
66 Gerade die Lungenreifeinduktion stellt Giber eine Senkung der Inzidenz und Mortalitat
des Atemnotsyndroms einen groRen Fortschritt in der Geburtsmedizin dar.53 67

1969 entdeckten Liggins et al. eine bessere Beluftung der Lungen friihgeborener Lammer
nach einer Behandlung der Mitter mit DEX und vermuteten als Ursache eine erhghte
Sufactant-Produktion durch DEX.%8 Auch wenn die genauen Mechanismen bisher noch
nicht vollstandig geklart sind, konnte nachgewiesen werden, dass GC die Lungenreifung
durch eine Stimulation der Typ-lI-Pneumozyten und der Surfactant-Produktion beschleu-
nigen.%® In einer randomisierten, placebokontrollierten klinischen Studie am Menschen
wiesen Liggins und Howie 1972 erstmals eine signifikante Reduktion der Inzidenz des

Atemnotsyndroms nach antenataler BET-Gabe nach.’® Crowley et al. schlussfolgerten

10
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1990 in einem systematischen Review eine signifikante Senkung des Auftretens des
Atemnotsyndroms durch prénatale GC-Gabe, sowie eine Reduktion der intraventrikul-
ren Hamorrhagie, der nekrotisierenden Enterokolitis und der neonatalen Mortalitat.%’
Diese Ergebnisse wurden 2006 in einer grofen Cochrane-Meta-Analyse bestatigt. Au-
Rerdem konnte eine signifikante Reduktion der neonatalen Infektionsrate innerhalb der
ersten 48 Stunden, sowie eine Reduktion der Notwendigkeit stationarer Behandlungen
auf einer neonatologischen Intensivstation gezeigt werden.>* In einem Konsensus des
National Institute of Health (NIH) wurde 1994 eine Empfehlung fir die maternale GC-
Gabe bei drohender Friihgeburt ausgesprochen.? Derzeit wird in rund 10% aller Schwan-
gerschaften eine Lungenreifeinduktion durchgeftihrt.”

1.2.2 Leitlinien zur Durchfihrung der Lungenreifeinduktion

Die Deutsche Gesellschaft fur Gynakologie und Geburtshilfe (DGGG) empfiehlt in ihren
Leitlinien die einmalige Gabe von BET bei drohender oder medizinisch indizierter Frih-
geburt zwischen 23+5 und 33+6 SSW. Zu ihrer Indikation filhren eine vorzeitige Wehen-
tatigkeit, eine Verkurzung der funktionellen Zervixlange, eine vorzeitige Muttermunder-
weiterung, sowie ein vorzeitiger Blasensprung. Dabei sollen 12mg BET intramuskuléar
verabreicht und die Gabe nach 24h einmalig wiederholt werden. Nach 18h wird mit einem

Wirkungseintritt gerechnet.”> 73

1.2.3 Auswirkungen einer Glukokortikoidexposition auf das Neugeborene

Kurzfristige Folgen. Einige Studien konnten neben dem verbesserten klinischen Out-
come auch negative Auswirkungen einer GC-Exposition auf den Feten beziehungsweise
das Neugeborene zeigen. So kdnnen Nebenwirkungen, wie eine Abnahme der fetalen
Herzfrequenzvariabilitat, der fetalen Atemexkursionen oder der fetalen Bewegungen auf-
treten, die in der Regel allerdings nach vier bis sieben Tagen abklingen.”* 7> AuRRerdem
kann eine antenatale GC-Behandlung zu einer Reduktion des Geburtsgewichts, der Kor-
perlange und des Kopfumfanges der Neugeborenen fiihren.”®67° Diese Veranderungen
scheinen abhangig vom fetalen Geschlecht, der BET-Dosis und dem Schwangerschafts-

alter bei Geburt zu sein.8°

11
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Langfristige Folgen. Auch langfristige Folgen im Sinne einer perinatalen Programmie-
rung sind fur das Neugeborene moglich und kdnnen bis ins Erwachsenenalter beste-
hen.%6 81 |n zahlreichen Tierstudien konnte gezeigt werde, dass eine antenatale GC-Ex-
position langfristige Auswirkungen auf die Gehirnentwicklung, die Hypothalamus-Hypo-
physen-Nebennieren-Achse, das kardiovaskulare und das metabolische System, sowie
auf das Verhaltensmuster der Versuchstiere hat.8* Auch im Menschen gibt es Hinweise
auf langfristige Veranderungen durch eine antenatale GC-Gabe. So wiesen exponierte
Neugeborene eine verringerte Gehirnoberflache und kortikale Faltung auf.? Noch im Al-
ter von drei und sechs Jahren prasentierten exponierte Kinder vermehrt aggressiv-de-
struktive, hyperkinetische Verhaltensmuster und eine reduzierte Aufmerksamkeit.®3 Neu-
geborene zeigen nach antenataler GC-Gabe eine verminderte Aktivitat der Hypotha-
lamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse.?* Bei exponierten Kindern im Alter von sechs
bis elf Jahren wurde eine gesteigerte Stressreaktion nachgewiesen, gemessen an erhoh-
ten Kortisolwerten im Vergleich zur Kontrollgruppe.® In einer Follow-up-Studie der Lig-
gins-Kohorte wurden bei 30-Jahrigen Hinweise auf eine erhdhte Insulinresistenz gefun-
den. Verglichen mit der Placebogruppe zeigten sich allerdings keine Unterschiede in der
Pravalenz von Diabetes mellitus, von kardiovaskularen Krankheiten, sowie kardiovasku-
laren Risikofaktoren.8® Kelly et al. beobachteten jedoch bei jungen Erwachsenen einen
Zusammenhang zwischen antenaler GC-Exposition und einer verringerten Dehnbarkeit
der Aorta aszendens.®” Trotz moglicher negativer Auswirkungen konnte in der Cochrane-
Meta-Analyse aus dem Jahr 2006 gezeigt werden, dass der Nutzen der Lungenreifein-
duktion die mdéglichen Risiken eindeutig tbersteigt.>* Zudem existieren bisher keine Al-

ternativen, die die Kosten-Nutzen-Bilanz der synthetischen GC Ubertreffen.88

1.2.4 Rolle der Plazenta fir die fetale Programmierung

Als Schnittstelle zwischen Mutter und Kind fuhrt die Plazenta wéhrend der Schwanger-
schaft wichtige Aufgaben der fetalen Homoostase aus. Sie gewéhrleistet die Sauerstoff-
und Nahrstoffzufuhr und produziert als endokrines Organ Hormone und Enzyme fir den
fetalen Organismus. Die Plazenta reagiert auf Veranderungen im mutterlichen Organis-
mus mit einer Adaption ihrer Versorgung des Fetus, beispielsweise tUber eine Anpassung
ihrer endokrinen Leistung oder ihres Metabolismus. Somit kann sie im Sinne einer pra-

natalen Programmierung zu einer Anderung der Entwicklung fetaler Organsysteme an
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die vorliegenden Umweltbedingungen beitragen und den Gesundheitszustand bezie-
hungsweise das Auftreten von Krankheiten im spateren Leben beeinflussen.8 90

Viele tierexperimentelle Studien zeigten morphologische, strukturelle oder funktionelle
Veranderungen der Plazenta durch antenatale GC-Exposition.56-58 60. 61 Unter anderem
konnten eine Beeinflussung der Expression der insulinahnlichen Wachstumsfaktoren
IGF-1 und IGF-11%0 61, der Glukosetransporter GLUT1- und GLUT3%/, sowie eine Veran-
derung der Leptin-Synthese®® in der Plazenta nachgewiesen werden. AuRerdem wurde
eine Regulation der 113HSD2-Expression beobachtet, einem Enzym, das den Feten
durch eine Umwandlung des aktiven maternalen Kortisols in das inaktive Kortison vor
einem Kortisolliberschuss bewahrt.%®

Bisher liegen nur wenige Studien der humanen Plazenta zur Beeinflussung der Genex-
pression durch eine antenatale GC-Therapie vor. In vitro stimuliert eine DEX-Exposition
die Aktivitat des System-A, einem bedeutenden plazentaren Aminosauretransport-Sys-
tems, sowie die Differenzierung des Synzytiotrophoblasten.®? In kultivierten Trophoblas-
ten fuhrte eine Behandlung mit Triamcinolon zu einer Herabregulation von GLUT1 und
GLUT3.52 Demendi et al. beschrieben eine verminderte plazentare 11RHSD2-Expression
in der Gruppe der Frihgeborenen, fanden jedoch keine Unterschiede zwischen mit GC
behandelten und nicht behandelten Neugeborenen.*® Stark et al. konnten jedoch ge-
schlechtsabhangige Veranderungen der plazentaren 113HSD2-Aktivitat durch eine an-
tenatale GC-Gabe feststellen.®* Des Weiteren wurden in fetalem Nabelschnurblut ver-
minderte Plasmakonzentrationen fir das Wachstumshormon (GH) und IGF-II festge-
stellt.>° Jedoch ist unklar, welche Rolle die Plazenta dabei spielt.

Es wird angenommen, dass GC-Rezeptoren zentrale Akteure in der perinatalen Program-
mierung durch eine antenatale GC-Exposition sind.8% 84 Da synthetische GC wie BET und
DEX Agonisten der GC-Rezeptoren darstellen und diese auch in der humanen Plazenta
exprimiert werden, liegt die Vermutung nahe, dass eine Regulation der Rezeptoren in der
Plazenta durch eine GC-Behandlung der Mutter stattfinden kann.%! Eine solche Regula-
tion kdnnte Veranderungen in dem GC-Haushalt des Feten bewirken. In einer Studie von
Bromer et al. wird ein Einfluss von genetisch und epigenetisch bedingten Variationen des
GC-Rezeptor-Gens in der humanen Plazenta auf die neurobiologische Entwicklung der
Kinder beobachtet.®? Saif et al. wiesen mittels Western-Blot verschiedene Expressions-
muster der GC-Rezeptor-Isoformen beziglich des Schwangerschaftsalters bei Geburt

und des Geschlechts, nicht jedoch beziiglich einer BET-Behandlung nach.!
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Um die Thematik eines moglichen Einflusses antenataler GC-Exposition auf die plazen-
taren und den fetalen Organismus genauer zu ergriinden, bedarf es weiterer Genexpres-
sionsstudien an der humanen Plazenta. Fur die Sicherstellung von validen Ergebnissen
aus RT-gPCR-Experimenten sind stabile ICG notig, deren Expression nicht von den Ver-

suchsbedingungen reguliert wird.

1.3 Fragestellung, Arbeitshypothesen und Ziel

ICG werden h&ufig zur Normalisierung von RT-gPCR-Studien in der humanen Plazenta
verwendet. Wie oben beschrieben kann die mRNA-Expression von Referenzgenen durch
bestimmte Faktoren beeinflusst werden. Somit ist es notig fir jedes Setting stabile ICG
zu etablieren. Es gibt bereits Hinweise darauf, dass sich die Expressionen einiger ICG in
der humanen Plazenta bezlglich des Schwangerschaftsalters, des fetalen Geschlechts,
sowie der plazentaren Lokalisation der Proben unterscheiden.3% 32, 36,39

Es stellt sich daher die Frage, ob eine einmalige antenatale Behandlung mit 2x12mg BET
zur Lungenreifeinduktion in der menschlichen Plazenta zu einer Beeinflussung der Gen-
expression fuhrt und welche ICG hiervon unbeteiligt sind. Ferner soll untersucht werden,
ob diese Regulation vom fetalen Geschlecht, dem Schwangerschaftsalter bei Geburt, so-
wie der Lokalisation der Plazentaprobe abhangt, und welche ICG fir Genexpressionsstu-

dien im Rahmen antenataler GC-Gaben in der humanen Plazenta geeignet sind.

Arbeitshypothesen. Entsprechend der Fragestellung wurden folgende Arbeitshypothe-

sen aufgestellt:

e Die Expression von einigen ICG in der humanen Plazenta wird von den Faktoren BET-
Behandlung, Schwangerschaftsalter bei Geburt, fetales Geschlecht und Lokalisation
der Plazentaprobe beeinflusst.

e Mithilfe der Software-Applikationen geNorm, BestKeeper und NormFinder lasst sich
eine Kombination aus stabilen ICG finden.

e Durch die Normalisierung eines Zielgens mit verschiedenen ICG lassen sich unter-

schiedliche Ergebnisse in Bezug auf die Expression des Zielgens erzeugen.

Ziel. Das Ziel dieser Arbeit ist es, eine Kombination aus geeigneten Referenzgenen fur
Expressionsstudien an der humanen Plazenta zu finden, deren mRNA-Expression nicht

von einer einmaligen BET-Behandlung der Mutter zur Lungenreifeinduktion beeinflusst
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wird. Des Weiteren soll die mRNA-Expression nicht durch die Faktoren Geschlecht,
Schwangerschaftsalter bei Geburt und Lokalisation der Plazentaprobe reguliert werden.
Am Beispiel des GC-Rezeptors a (NR3C1) als Zielgen soll demonstriert werden, dass die
Ergebnisse alleine durch die Auswahl der ICG signifikant verandert werden kénnen und
dass somit die Verwendung geeigneter ICG fur eine akkurate und valide Normalisierung
notwendig ist.
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2. Methodik
2.1 Studienkollektiv

Bei dem Studienkollektiv dieser Fall-Kontroll-Studie handelt es sich um eine ausgewahite
Subpopulation der Kohorten-Studie ,Auswirkungen maternaler Glukokortikoidgaben im
Rahmen der Lungenreifeinduktion bei drohender Friihgeburt auf das maternale Plazen-
talaktogen“ der AG ,Experimentelle Geburtsmedizin“ der Klinik fur Geburtsmedizin der
Charité — Universitatsmedizin Berlin (Ethik-Antragsnummer: EA2/149/07). Alle Proban-
dinnen waren schwangere Frauen, die in der Klinik fir Geburtsmedizin der Charité Berlin
am Campus Virchow Klinikum und am Campus Charité Mitte entbunden wurden.

In die Studie wurden gesunde Schwangere (n=86) eingeschlossen, die bei drohender
Frihgeburt mit einer einmaligen intramuskularen Gabe von 2x12mg BET (Celestan®) im
Abstand von 24h zwischen der 23+5 und der 34+0 SSW behandelt wurden. Zudem wurde
leitliniengetreu eine Tokolyse mit Fenoterol oder Nifedipin durchgefiihrt.”? 73 Bei vorzeiti-
gem Blasensprung oder bei Verdacht auf eine Infektion erhielten die Schwangeren eine
antibiotische Therapie. Frauen, die wiederholt BET-Zyklen erhielten, sowie Frauen, die
vor Abschluss eines vollstandigen BET-Zyklus entbunden wurden, wurden von der Studie

ausgeschlossen. Die Ein- und Ausschlusskriterien sind in Tabelle 1 dargestellt.

Tabelle 1: Ein- und Ausschlusskriterien fir Probandinnen

Einschlusskriterien

Ausschlusskriterien

Einlingsschwangerschaft
Alter der Schwangeren: 18 bis 45 Jahre

Schwangerschaftsalter zum Zeitpunkt der BET-
Gabe: 23+5 bis 34+0 SSW

normosomer Fetus zum Zeitpunkt der BET-Gabe
(Ultraschallschatzgewicht nach der Hadlock-For-
mel:%3 10. bis 95. Perzentile)

einmaliger BET-Zyklus

Mehrlingsschwangerschaft,
virale Infektionen (HIV, Hepatitis C)

Schwangerschaftsgestosen (Gestationsdiabetes,
Schwangerschaftsinduzierte Hypertonie, Prae-
klampsie, Eklampsie, HELLP)

metabolische Erkrankungen (Diabetes Mellitus,
Cushing Syndrom, unzureichend behandelte
Hypo- oder Hyperthyreose)

Feten mit schweren Fehlbildungen, intrauteriner
Wachstumsrestriktion, bereits vorbestehender
Wachstumskurvenabflachung, pathologischem
umbilikalem oder uterinem Doppler

repetitive BET-Gaben, anderweitige GC-Behand-
lung

Entbindung vor Abschluss eines vollstandigen
BET-Zyklus
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Die Teilnehmerinnen wurden mit Kontrollprobandinnen (n=92) beztiglich des Schwanger-
schaftsalters zum Zeitpunkt der Geburt und des fetalen Geschlechts gepaart. Die Kon-
trollprobandinnen erhielten keine BET-Behandlung. Ansonsten galten dieselben Ein- und
Ausschlusskriterien.

Fur die im Folgenden beschriebene Fall-Kontroll-Studie wurde eine Subkohorte von Pro-
bandinnen ausgewahlt, die ein mdglichst breites Spektrum beziglich des Gestationsal-
ters und eine gleichmafiige Verteilung des fetalen Geschlechts abbildet. Die mit BET be-
handelten Probandinnen (n=24) wurden mit Kontrollprobandinnen nach Schwanger-
schaftsalter und fetalem Geschlecht gepaart, die keine BET-Gabe erhielten (n=24). Von
jeder Probandin wurden zwei Plazentaproben aus verschiedenen Lokalisationen entnom-
men, sodass bei 48 Probandinnen ein Umfang von insgesamt 96 Proben untersucht

wurde.

2.2 Probengewinnung

Die Probengewinnung erfolgte durch die AG ,Perinatale Programmierung®, Abteilung ,Ex-
perimentelle Geburtsmedizin®, Klinik fir Geburtsmedizin der Charité Berlin. Die Plazen-
taproben wurden direkt nach der Untersuchung durch die Hebamme gewonnen. Die Ent-
nahme erfolgte nach standardisiertem Protokoll (,systematic and uniform random samp-
ling protocol”) ® mithilfe einer Kreisschablone, die aus 16 gleich groRRen Kreissektoren
besteht. Nach Auflage der Schablone wurden aus einem Sektor pro Plazenta zwei 1cm?
grof3e Gewebestlicke Uber die gesamte Tiefe der Plazenta entnommen. Eine Probe ent-
stammt aus zentraler und eine Probe aus peripherer Lokalisation. Bei jeder neuen Pla-
zenta wurde der im Uhrzeigersinn nachste Kreissektor gewahlt. Die Proben wurden um-
gehend in flissigem Stickstoff eingefroren und bis zur weiteren Verwertung bei -80°C

gelagert.

2.3 RNA-Isolation

2.3.1 Etablierung der RNA-Isolation
Optimierung der RNA-Isolation. Das Gewebe wurde zunéchst im gefrorenen Zustand
zerkleinert und in 600l RLT-Lysepuffer gelost, der mit 6pl R-Mercaptoethanol versetzt

wurde. Die Proben wurden mit einem TissueLyser (Qiagen, Deutschland) homogenisiert
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und die RNA mit dem RNeasy Mini Kit (Qiagen) nach Anweisungen des Herstellers ex-
trahiert. Die RNA-Qualitat wurde durch Messung der OD 260/280 am FLUOStar Omega
(BMG Labtech, Deutschland) und durch Ermittlung der RIN (RNA Integrity Number) am
Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Kalifornien, USA) Uberprift (siehe un-

ten). Da erste RNA-Isolationsversuche eine hohe Degradierung der RNA zeigten, wurden

verschiedene Extraktionsverfahren und Versuchsparameter getestet, um die RNA-Qua-

litat nach Extraktion zu optimieren. Dabei wurden folgende Verfahren miteinander vergli-

chen:
1.

Optimierung der Zerkleinerungsmethode des Gewebes. Die gefrorene Pla-
zenta wurde einerseits durch Schneiden mit dem Skalpell, andererseits durch Zer-
schlagen mit dem Hammer zerkleinert. Dabei wurde darauf geachtet, bei welcher
dieser Methoden das Gewebe am starksten gefroren bleibt und inwiefern sie sich
auf die OD 260/280 und die RIN auswirkt.

. Optimierung der Gewebemenge. Der Hersteller des RNeasy Mini Kits empfiehlt

maximal 30mg Gewebe einzusetzen. Es wurde ermittelt, inwieweit sich die RNA-
Ausbeute durch veranderte Mengen (20mg, 40mg, 80mg, 100mg, 160mg und
200mg) steigern lasst, ohne die RNA-Degradierung zu erhéhen.

Optimierung der Homogenisierungsmethode. Das Gewebe wurde durch Ver-
wendung des TissueLysers homogenisiert. Dabei wurde der Einsatz von einer gro-
Beren Stahlkugel a 5mm Durchmesser (Stainless Steel Beads, Qiagen), sowie von
mehreren kleineren Keramikkugeln a 2mm Durchmesser (ZR BashingBead™ Ly-
sis Tubes, Zymo Research) und von Keramikkugeln a 2,8mm Durchmesser (Pre-
cellys Keramik-Kit, Peglab) getestet.

Optimierung der Einstellungen am TissueLyser. Aul3erdem wurden am Tissu-
eLyser die Rittelfrequenzen und die Dauer optimiert: 2x4min bei 25hz, 2x30sec
bei 15hz und 4x20sec bei 10hz. Ziel war es herauszufinden, welches Homogeni-
sierungsverfahren zu einer geringeren RNA-Degradierung fuhrt.

Vergleich von verschiedenen RNA-Extraktionsverfahren. a) Lyse des Gewe-
bes in RLT-Puffer mit [3-Mercaptoethanol und anschlieRender RNA-Isolation auf
Saulen mithilfe des RNeasy Mini Kit; b) Lyse des Gewebes in Trizol mit anschlie-
Bender RNA-Isolation auf S&ulen mithilfe des RNeasy Mini Kit; c) Lyse des Gewe-
bes in Trizol mit nachfolgender RNA-Isolation ohne S&ulen nach dem von Haimov-

Kochmann modifiziertem TRIzol Reagent Protokoll (Invitrogen).®®
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6. Beeinflussung der RNA-Qualitat durch die Spezies. Da die RNA-Isolation fur
Schafplazenten in vorherigen Studien bereits etabliert wurde und wesentlich bes-
sere RIN-Werte lieferte, wurde das bis dato etablierte Extraktionsverfahren jeweils
mit einer Schaf- und einer humanen Plazentaprobe durchgefihrt und die RIN-
Werte miteinander verglichen.

7. Beeinflussung der RNA-Qualitat durch den Geburtsmodus. Des Weiteren
wurde Uberprift, ob der Geburtsmodus (Spontangeburt vs. Sectio) Auswirkungen

auf die RNA-Qualitat der humanen Plazenta hat.

Endgiltiges Extraktions-Protokoll. Aufgrund der Ergebnisse aus den Etablierungsver-
suchen (siehe 3.2) wurde sich fir das folgende Vorgehen zur RNA-Isolation entschieden:
Die bei -80°C gelagerten Plazentaproben wurden im gefrorenen Zustand durch Hammern
zerkleinert. Es wurden jeweils 30-45mg Gewebe abgewogen und in 2ml-Gefal3e mit
600ul gekihlten RLT-Puffer, das mit 6ul 3-Mercaptoethanol versetzt wurde, tUberfuhrt.
Jedem Gefal3 wurde eine Stahlkugel mit 5mm Durchmesser zugefihrt. Anschliel3end
wurde die Gewebe-RLT-LAosung zwei bis funf Mal im TissueLyser bei 15hz fur jeweils
30sec geschiittelt, bis das Gewebe optisch vollstandig homogenisiert war. Die Gewebe-
RLT-LOsung wurde zur weiteren Zerkleinerung auf Shredder-Saulen gegeben und 2min
bei héchster Umdrehungszahl (20.000xg) zentrifugiert (Eppendorf, Deutschland). An-
schlieBend wurde das Eluat 3min bei 20.000xg zentrifugiert. Das Zellpellet wurde verwor-
fen und der Uberstand zur Fallung der RNA in ein neues GefaR mit jeweils 600l 70%iges
Ethanol Uberfuhrt und durch Auf- und Abpipettieren gemischt. Die weitere Extraktion
wurde mit dem RNeasy Mini Kit entsprechend der Angaben des Herstellers durchgefiihrt.
Der Abbau von DNA-Teilen innerhalb der Proben erfolgte an der im Protokoll vorgesehe-
nen Stelle. Die Proben wurden auf der Saule fur 15min bei 30°C mit jeweils 10ul DNase
inkubiert, die in 70ul RDD-Puffer gelost wurde. Zum Losen der RNA wurden die Memb-
ranen mit jeweils 32ul Nuclease-freiem Wasser versetzt und 3min bei 30°C inkubiert,
bevor sie 1min bei 8.000xg zentrifugiert wurden. Das RNA-haltige Eluat wurde bei -80°C

gelagert.

Kontrolle der RNA-Integritat. Zur Uberprifung der RNA-Qualitat wurde die RIN von je-
der Probe durch Messung am Agilent 2100 Bioanalyzer bestimmt. Die RIN dient der Klas-
sifizierung von RNA hinsichtlich ihres Degradationsgrades, wobei 1 fur die héchste und

10 for die geringste RNA-Degradation steht. Der Ermittlung der RIN durch den Agilent
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2100 Bioanalyzer liegt die Separierung der einzelnen RNA-Fragmente durch Elektropho-
rese zugrunde, der sich eine Laser-induzierte Fluoreszenzmessung und die automati-
sche Berechnung der RIN anschlief3t.

Fur die Messungen wurde das Agilent RNA 6000 Nano Kit verwendet. Die RNA 6000
Nano Chips wurden geméafi den Angaben des Herstellers mit Gel, Marker, Leiter und den
Proben beladen. Die Messung erfolgte am Agilent 2100 Bioanalyzer durch die Agilent
2100 Expert software (Version B.02.08.S1648, Agilent Technologies, Kalifornien, USA)
mit dem Protokoll ,Eukaryote Total RNA Nano®.

In dem Elektropherogramm intakter RNA-Proben sind drei Peaks bei ansonsten flacher
Kurve (Plateauphase) nahe der Basislinie sichtbar, einer fir den Marker und zwei fur die
ribosomale RNA 18S und 28S. Je geringer die rRNA-Peaks ausfallen und je weiter sich
die Plateauphase von der Basislinie entfernt, desto degradierter ist die RNA. In Abbildung
1 sind Beispiele fur Elektropherogramme bei unterschiedlich ausgepragten RNA-Degra-
dationsgraden und RIN-Werten aufgefihrt.
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Abbildung 1: Exemplarische Elektropherogramme von RNA-Proben in Abhéngigkeit von der RNA-
Integritat (RIN)

Die Abbildungen wurden mit der Agilent 2100 Expert software (Version B.02.08.S1648, Agilent Technolo-
gies, Kalifornien, USA) erstellt.

Die RNA-Konzentration und die Reinheit der RNA-Proben wurden am FLUOStar Omega
mit der Software Omega (Version 3.00, BMG Labtech, Deutschland) gemessen. Als Mal3
fur die Reinheit der RNA-Proben diente das Verhaltnis der Nukleinsdure-Absorption bei
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260nm zu 280nm (OD 260/280). Eine OD 260/280 von ca. 2,0 spricht fur eine grof3e
Reinheit der RNA.

2.3.2Umschreiben der mRNA in cDNA

In Vorbereitung auf die PCR- und RT-qPCR-Versuche wurden alle RNA-Proben in kom-
plementare DNA (cDNA) umgeschrieben. Dafur wurde das iScript Select cDNA Synthesis
Kit (BioRad) unter dem Einsatz des Random primer mix und von 1ug RNA je Probe ver-
wendet. Bei jedem Durchlauf wurde eine Negativkontrolle ohne reverse Transkriptase
mitgefihrt, um Verunreinigungen durch genomische DNA auszuschlie3en. Das Protokoll
wurde entsprechend der Herstellerangaben durchgefihrt und die cDNA-Proben bei -20°C

gelagert.

2.4 Literaturrecherche und Analyse interner Kontrollgene auf Ko-Regulation

2.4.1 Literaturrecherche

Die ICG wurden nach zwei Kriterien ausgewahlt. Einerseits wurden nach denjenigen ge-
sucht, deren Expressionsstabilitat bereits in der humanen Plazenta mittels geNorm oder
anderen Verfahren evaluiert und positiv bewertet wurde, andererseits wurden die ICG
gewabhlt, die bereits in PCR-Experimenten in der humanen Plazenta im Zusammenhang
mit dem GC-Modell verwendet wurden. Um die bereits in der Plazenta analysierten ICG
zusammenzutragen wurde eine Literaturrecherche in PubMed (NCBI, National Center for
Biotechnology Information, U.S. National Library of Medicine, Bethesda MD, USA,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/) und im Web of Science (Thomson Reuters, New
York, USA, http://webofknowledge.com) durchgefuhrt. Dabei wurden folgende Suchstrat-
egien fur PubMed verwendet: (1) ,geNorm” AND ,human placenta”; (2) (,housekeeping
gene” OR ,control gene” OR ,reference gene”) AND ,human placenta” AND ,PCR”. Als
Filter wurde ,human® und ,English® eingestellt. (3) Die gefundenen Artikel wurden im Web
of Science auf zitierte und zitierende Artikel untersucht.

Die dariiber gefundenen ICG, wurden in absteigender Prioritéat nach zwei Kriterien sor-
tiert: (1) Das ICG ist in mindestens einem Analyseverfahren unter den stabilsten drei ICG.
Je haufiger es unter den stabilsten Genen ist, desto hoher die Bewertung. (2) Das ICG

wurde bereits im GC-Modell oder innerhalb fetaler Wachstumsstudien verwendet. Fur
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das zweite Kriterium wurde eine weitere Suchstrategie in PubMed durchgefihrt: (,corti-
son” OR ,cortisol” OR ,glucocorticoid” OR ,,dexamethasone” OR ,betamethasone”) AND

,human placenta” AND ,PCR”. Als Filter wurde ,human® und ,English“ eingestellt.

2.4.2 IPA-Analyse

Da die Ergebnisse der geNorm-Analyse verfalscht werden kénnen, wenn die untersuch-
ten ICG ahnliche Expressionsprofile aufweisen,'® wurde Uberprift, ob die potenziellen
ICG untereinander ko-reguliert werden. Es wurde eine Analyse mittels QUIAGEN’s Inge-
nuity Pathway Analysis (IPA®, QIAGEN Redwood City, www.giagen.com/ingenuity, ac-
cessed 31.03.2015, Version 23814503, Build 338830M) durchgefiihrt. IPA ist eine web-
basierte Software, die aus bereits publizierten Daten die Interaktionen zwischen huma-
nen, Maus- und Rattengenen sammelt und analysiert. Somit kdnnen gezielt Interaktionen
und Ko-Regulationen zwischen verschiedenen Genen ausfindig gemacht werden. Die
Uber die Literaturrecherche gefundenen ICG wurden hinsichtlich des Interaktions-Typs
»1ranskription“ und ,Expression analysiert. Dabei wurden sowohl direkte, als auch indi-
rekte Interaktionen erfasst. Nach der automatischen Erstellung eines Netzwerks, das die
Interaktionen der ICG untereinander visualisiert, wurden alle Transkriptionsfaktoren und
Molekile, die nur zu einem ICG in Beziehung standen manuell geldscht.

Fur diese PCR-Studie wurden sieben ICG ausgewahlt, die méglichst geringe Ko-Regu-
lationen zu anderen ICG aufweisen. Dabei wurden die ICG bevorzugt, die bereits in GC-

Studien verwendet wurden.

2.5 Etablierung der Primersequenzen

Fur die Genexpressionsanalysen mittels RT-gPCR wurden Primer fiir die sieben ICG,
fur die ribosomale RNA 18S und 28S, sowie fur das Zielgen NR3C1 etabliert.

2.5.1 Literaturrecherche nach Primersequenzen und Primerdesign

In Vorexperimenten wurden die Eigenschaften von jeweils zwei Primerpaaren pro Gen
miteinander verglichen (siehe 2.5.2) und sich anschlieend fir das besser bewertete
Paar entschieden. Dabei wurden je ein Primerpaar aus bereits publizierten Artikeln und

ein selbst erstelltes Primerpaar verwendet. PubMed und Springerlink (per Volltextsuche)
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wurden auf das jeweilige ICG in der humanen Plazenta hin durchsucht. Die Eigenschaf-
ten der gefundenen Primersequenzen wurden mit PrimerBLAST (National Center for Bi-
otechnology Information, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) und Oligo Ana-
lyser 3.1 (Integrated DNA Technologies, http://eu.idtdna.com) analysiert. Die optimalen
Primereigenschaften sind in Tabelle 2 aufgefuhrt. Sofern keine Primer gefunden wurden,
die den gewunschten Kriterien entsprachen, wurde die Suche auf andere humane Ge-
webe erweitert.

Parallel dazu wurden Primer mit den in Tabelle 2 aufgefiihrten Parametern mithilfe des
Programms Primer Premier 6.11 (Premier Biosoft, Kalifornien, USA) erstellt. Die Primer
wurden von der Firma TIB MOLBIOL (Berlin, Deutschland) hergestellt.

Tabelle 2: Optimale Eigenschaften der Primersequenzen
PrimerBLAST

Produktlange 100-220 bp

Lange der Primer 18-25 bp

Schmelztemperatur Tm 60+3°C

GC-Gehalt 40-60%

GC-Klammer 1- bis 3-mal G oder C innerhalb der letzten 5 Basen (3'-Ende)
Basenwiederholungen maximal 4-mal die gleiche Base hintereinander
Dinukleotidwiederholungen maximal 4

Spezifitat flr Zielgen mindestens 4 Mismatches mit Nebenprodukten
Exon-Uberspannung in mindestens einem Primer

Oligo Analyser 3.1

Hairpins AG < 3 —kcal/mol
3’-Hairpins AG < 2 —kcal/mol
Selbstdimere AG < 6 —kcal/mol
3'-Selbstdimere AG < 5 —kcal/mol
Heterodimere AG < 6 —kcal/mol
3‘-Heterodimere AG < 5 —kcal/mol

2.5.2 Etablierung der Primer

Test-PCR. Fir jedes Primerpaar wurde eine Test-PCR mit zwei Proben, einer Negativ-
kontrolle aus der Reverse-Transkriptase-Reaktion und einer Wasserkontrolle durchge-
fuhrt. Dazu wurden 10ng cDNA und je 10pmol des Forward- und Reverse-Primers in
12,5ul Nuklease-freiem Wasser gel6st, mit 12,5ul Amplitaq Gold 260 Master Mix (Applied
biosystems) versetzt und nach dem folgenden PCR-Protokoll inkubiert: Ein Zyklus initia-

ler Denaturierung fur 10min bei 95°C; 40 Zyklen a 20sec Denaturierung bei 95°C, 32sec
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Annealing bei der im Produktblatt der jeweiligen Primer angegebenen Schmelztempera-
tur, 1min Elongation bei 72°C; Kuhlung bei 4°C bis das Programm beendet wurde. Die
Proben wurden auf ein mit Ethidiumbromid versetztes 3%-iges Agarose-Gel aufgetragen
und mittels Elektrophorese gemeinsam mit dem Marker 6x Loading Dye und der Leiter
Gene Ruler Ultra Range DNA Ladder (Thermo Scientific) 60min bei 100V aufgetrennt. Es
wurden Bilder am ChemiDoc™ MP Imaging System (Bio-Rad, Deutschland) mit der
Image Lab™ Software (Version 5.0, Bio-Rad, Deutschland) erstellt. Die Primer wurden
hinsichtlich ihrer Produktspezifitat (nur ein Produkt, sowie GroRe des Produkts) beurteilt.

Zudem sollten die Kontrollen negativ sein, also keine Banden zeigen.

Gradienten-PCR. In einer Gradienten-PCR nach demselben Protokoll wurden fur jeden
Primer zehn verschiedene Annealing-Temperaturen getestet. Die beste Annealing-Tem-
peratur zeigte nach der Gelelektrophorese auf dem Foto die starkste Bande und wurde
fur die RT-gPCR-Versuche verwendet.

RT-gPCR-Test und Sequenzierung. In einem ersten RT-qPCR-Test wurden fir jeden
Primer 8ng cDNA und je 12pmol des Forward- und Reverse-Primers in 5ul Nuklease-
freiem Wasser und 5ul Power SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) geldst.
Es wurden jeweils zwei Proben, eine Negativkontrolle aus der Reverse-Transkriptase-
Reaktion und eine Wasserkontrolle in Dreifachbestimmung gemessen. Die Proben wur-
den auf eine MicroAmp® Optical 96-Well Reaction Plate (Applied Biosystems) aufgetra-
gen und an dem PCR-Geréat 7500 Real Time PCR System (Applied Biosystems, Kalifor-
nien, USA) mit der 7500 System SDS Software (Version 1.4 und Version 2.3, Applied
Biosystems, Kalifornien, USA) gemessen. Das Protokoll entsprach dem der Test-PCR,
jedoch fand nach dem letzten Zyklus eine Schmelzkurvenbestimmung statt (15sec bei
95°C, 1min bei 60°C, 15sec bei 95°C, 15sec bei 60°C). Die Primer wurden anhand ihrer
Ct-Werte (zwischen 12 und 30) und den Verlaufen der Amplifikations- und Schmelzkur-
ven beurteilt (nur ein Produkt, keine Detektion der Wasser- und Negativkontrollen). Die
PCR-Produkte wurden mit dem GenUP™ PCR Cleanup Kit (biotechrabbit) aufbereitet
und von der Firma Seqglab (Goéttingen, Deutschland) sequenziert. AnschlieRend wurden
die Ergebnisse der Sequenzierung mit der FASTA-Sequenz des Gens (PubMed) abge-

glichen.
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Effizienzmessung. Fur jedes Primerpaar wurde die Effizienz tber eine Standardreihe in
einer RT-qgPCR bestimmt. Dabei wurden je 32ng, 16ng, 8ng, 4ng, 2ng, 1ng und 0,5ng
cDNA sowie eine Wasserkontrolle gemessen. Die Effizienz wurde mit der Formel
E = (10 -V/Steigung der Standardkurve _ 1) x 100% berechnet und nur Werte zwischen 90% und

110% angenommen.
A 10

0203068

0.000001

Abbildung 2: Exemplarische Amplifikationskurve (A) und Standardkurve (B) in der Real-time-PCR
zur Effizienzmessung

Die Abbildungen wurden mit der 7500 System SDS Software (Version 2.3, Applied Biosystems, Kalifornien,
USA) erstellt.

Auswahl des Primerpaares. Pro ICG wurde sich fur das Primerpaar (bereits publiziert
vs. selbst erstellt) mit der gro3ten Produktspezifitat, der geringsten Tendenz zur Dimer-
Bildung, also einem eindeutigen Peak in der Schmelzkurve (Abb. 3), und der besten Ef-

fizienz entschieden. Die Primersequenzen sind in Tabelle 9 (siehe 3.3.3) aufgefihrt.

A

Derivative Reporter (—-Rn’)

Temperature ("C)

Abbildung 3: Exemplarische Schmelzkurve ohne Nebenprodukte und mit negativen Wasserkontrol-
len

Die Abbildung wurde mit der 7500 System SDS Software (Version 2.3, Applied Biosystems, Kalifornien,
USA) erstellt.
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2.6 Messung der Genexpression mittels RT-gPCR

Die 96 Plazentaproben wurden hinsichtlich ihrer Expression der sieben ICG, der riboso-
malen RNA 18S und 28S und des Zielgens NR3C1 mittels RT-qPCR untersucht. Dabei
wurden fur die ICG und das Zielgen je 10ng cDNA, fur RNA18S und RNA28S je 2ng
cDNA eingesetzt, mit je 1,2uM des Forward- und Reverse-Primers in 5ul nukleasefreiem
Wasser gel6st und mit 5ul Power SYBR Green PCR Master Mix versetzt. Je Probe wurde
eine Dreifachbestimmung durchgefiihrt. Bei jedem PCR-Lauf wurden eine weitere Pla-
zentaprobe als interne Kontrolle und eine reine Wasserkontrolle als Negativkontrolle mit-
gefuhrt. FUr die Reaktionen wurde das 7500 Real Time PCR System mit der 7500 System
SDS Software Version 1.4 und Version 2.3 verwendet. Dabei wurde das in Tabelle 3

aufgefuhrte Protokoll angewandt.

Tabelle 3: Protokoll fur die quantitative Real-time-PCR

Schritt Temperatur Dauer Anzahl der Zyklen
Initiale Denaturierung 95°C 10min 1
Denaturierung 95°C 20sec 40 (alle ICG und NR3C1)
Annealing siehe Tab. 9 32sec 30 (RNA18S und RNA28S)
Elongation 72°C 60sec
Schmelzkurve 95°C 15sec 1

60°C 60sec

95°C 15sec

60°C 15sec

2.7 Berechnungen und statistische Auswertung

2.7.1 Berechnungen zur Quantifizierung der Genexpression

Die Rohdaten wurden von der 7500 System SDS Software Version 1.4 und Version 2.3
in Microsoft Excel 2013 (Microsoft Corporation, Redmond, Washington, USA) exportiert.
Es wurde das geometrische Mittel der Ct-Werte der Triplikate, sowie die Standardabwei-
chung (SD) ermittelt. Ab einer SD>0,3 oder einer Differenz von >0,3 Ct-Werten zwischen
den Triplikaten wurde die jeweilige Probe nochmals gemessen. Die Ct-Werte der Proben
aus unterschiedlichen PCR-Laufen wurden durch Abzug der Ct-Werte einer internen
Kontrolle korrigiert. Zur Berechnung der relativen Quantitat (Q) wurde die A-Ct-Methode
unter Bertcksichtigung der gemessenen Effizienzen (E) je Gen angewandt. Ctmin Stellt

den niedrigsten Ct-Wert je Gen dar.
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Ctkorrigiert = Ctprobe - Ct(interne Kontrolle) (1)
ACt = Ctmin - ACtkorrigiert (2)
Q — EACt (3)96

2.7.2 Software-Applikationen

Die sieben ICG wurden mithilfe der Microsoft Excel-basierten Programme geNorm, Best-
Keeper und NormFinder hinsichtlich ihrer Validitat als Referenzgene untersucht. Fir alle
drei Programme wurden die relativen Expressionswerte (E2Y) berechnet und die Mittel-
werte aus den zentralen und peripheren Plazentaproben der jeweils gleichen Probandin

eingesetzt.

geNorm. Die Analyse mit der geNorm Visual basic application (V 3.5, Biogazelle NV,
Zwijnaarde, Belgium) wurde entsprechend der von Vandesompele et al. publizierten Me-
thodel® und entsprechend den Anleitungen des Herstellers®® durchgefiihrt, wobei die
Faktoren BET-Behandlung, Geschlecht und Schwangerschaftsalter bei Geburt berick-
sichtigt wurden. Durch den Vergleich der Expression (logarithmierte Werte) von zwei ICG
je Probe werden die paarweisen Variationen aller mdglichen ICG-Kombinationen, sowie
aller moglichen Proben-Kombinationen berechnet. Basierend auf der SD aller Kombina-
tionen wird fur jedes ICG eine Stabilitatskonstante M gebildet. Je niedriger der M-Wert
ausfallt, desto stabiler ist die Expression des ICG. Schritt fr Schritt wird das am wenigs-
ten stabile ICG aus der Analyse ausgeschlossen, wobei die M-Werte jedes Mal neu be-
rechnet werden. So wird eine Rangordnung der ICG hinsichtlich ihrer Expressionsstabi-
litat erstellt, an deren Spitze die beiden stabilsten Gene stehen. Aus dem geometrischen
Mittel der ICG wird der Normalisierungsfaktor (NF) bestimmt. Um zu ermitteln, wie viele
ICG mindestens zur Normalisierung eingesetzt werden sollten, berechnet geNorm paar-
weise Vergleiche Vnn+1 von NFn und NFn+1, beginnend mit dem NF der beiden stabilsten
ICG und dem NF, der zusatzlich das néchst-stabile ICG beinhaltet. Die jeweils nachst-
stabilen ICG werden solange schrittweise in die Berechnungen eingeschlossen, bis
Vnin+1 < 0,15 eintritt. Diese stellt den nach Vandesompele et al. empfohlenen Grenzwert
dar, der anzeigt, dass der Einschluss eines weiteren ICG keinen signifikanten Nutzen zur

Normalisierung darstellt.1°
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NormFinder. Mithilfe des NormFinder Excel Add-In (v0.953, MDL — Molecular Diagnostic
Laboratory, Aarhus University Hospital Skejby, Ddnemark) wurde der von Andersen et
al. publizierte Algorithmus zur Berechnung eines Stabilitatswertes fur jedes ICG ange-
wandt.** NormFinder berechnet fir jedes ICG die Variation innerhalb der eigenen
Gruppe, sowie die die Variation der ICG untereinander und bildet daraus einen Stabili-
tatswert fur jedes ICG. Je geringer dieser Wert ausfallt, desto hoher ist die Expressions-
stabilitat des ICG.

BestKeeper. Die Software BestKeeper (Version 1, verfugbar unter http://www.gene-
guantification.de/bestkeeper.html) wurde nach dem von Pfaffl et al. publizierten Vorgehen
verwendet.!® BestKeeper ermittelt zunachst fur jedes ICG den durchschnittlichen Expres-
sionswert (geometrisches Mittel der eingesetzten RT-qPCR-Daten), sowie die SD der
Expressionswerte. Je geringer die SD ausfallt, desto hoher ist die Expressionsstabilitat
eines ICG. Ein ICG mit einer SD>1,0 gilt als instabil. Aus den stabilen ICG wird der Best-
Keeper-Index berechnet, der das geometrische Mittel der durchschnittlichen Expressi-
onswerte der ICG darstellt. Fir jedes ICG werden paarweise Korrelationsanalysen mit
jedem anderen ICG und mit dem BestKeeper-Index durchgefihrt und der Pearson Kor-
relationskoeffizient (r) berechnet. Je hoher der Korrelationseffizient zwischen den ICG
und dem BestKeeper-Index ist, desto valider gelten die eingesetzten ICG und der Best-

Keeper-Index.

2.7.3 Normalisierung des Zielgens

Die relative Quantitat (Q) des Zielgens NR3C1 wurde nach der A-Ct-Methode bestimmt.
Zur Normalisierung wurde der NF aus dem geometrischen Mittel der verwendeten ICG
gebildet. Es wurden neu-skalierte normalisierte Expressionslevel des Zielgens berechnet,
indem der niedrigste Expressionswert Min(Qrprobe/NFprobe) bei 1 festgelegt wurde (geNorm

V 3.5 manual).%

Qnormalisiert/neu-skaliert = (QProbe/N FProbe) / Min(QProbe/N FProbe) (4)

Es wurden verschiedene Kombinationen aus ICG zur Normalisierung eingesetzt und die

Ergebnisse miteinander verglichen.
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2.7.4 Statistische Auswertung

Fur die statistischen Analysen wurde das Programm SPSS 19 statistical software (IBM
SPSS Statistics for Windows, Version 19.0. Armonk, NY: IBM Corp.) verwendet. Graphi-
sche Darstellungen erfolgten mithilfe des Programms SigmaPlot 12.5 (Systat Software,
San José, Kalifornien, USA).

Zur Beschreibung der Gruppenmerkmale wurden absolute und relative Haufigkeiten ver-
wendet. Metrisch skalierte Daten wurden als Mittelwert + Standardabweichung angege-

ben.

Explorative Datenanalyse. In einer explorativen Datenanalyse der relativen Quantitaten
jedes Gens wurden Lage und Verteilung der Daten in Boxplots visualisiert. Werte, die
unter dem 3-fachen Wert der 25. Perzentile beziehungsweise uber dem 3-fachen Wert
der 75. Perzentile lagen, wurden als extreme Ausrei3er definiert. Die entsprechenden
Proben wurden nochmals in einer PCR gemessen. Bei erneutem Ausreif3en wurden sie
aus der Analyse des betreffenden Gens ausgeschlossen.

Die relativen Quantitaten jedes Gens wurden mittels Kolmogorov-Smirnov-Test auf Nor-
malverteilung (p>0,05) untersucht. Bei nicht-normalverteilten Daten wurde versucht,

durch logarithmische Transformierung eine Normalverteilung herzustellen.

»Klassische” Analyse der ICG. Zunachst wurde jedes ICG einzeln analysiert. Dabei
wurde mittels MANOVA (bei normalverteilten Daten) beziehungsweise Mann-Whitney-U-
Test (bei nicht-normalverteilten Daten) Uberpruft, ob die Probenentnahme aus zentraler
oder peripherer Lokalisation der Plazenta einen Einfluss auf das Expressionsprofil der
Referenzgene hat. Fur alle weiteren Analysen wurden die zentralen und peripheren Pro-
ben getrennt voneinander beobachtet. Um die Expressionsstabilitat der ICG zu analysie-
ren, wurde fir jedes normalverteilte ICG eine MANOVA (bei einem p>0,05 im Levene-
Test) mit den Faktoren BET-Behandlung, Geschlecht und Schwangerschaftsalter bei Ge-
burt (<37+0 SSW vs. 237+0 SSW) durchgefihrt, gefolgt von einem Holm’s-Sidak-Test flr
paarweise Vergleiche. Gegebenenfalls wurden logarithmisch transformierte Werte ver-
wendet, um eine Normalverteilung zu erhalten. Nicht-normalverteilte Daten wurden mit-
tels Mann-Whitney-U-Test auf signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen Behand-
lung, Geschlecht oder Schwangerschaftsalter untersucht. Das Signifikanzniveau fur alle

Tests wurde bei p<0,05 festgelegt.
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Statistische Auswertung der Software-Applikation. FiUr jede der Applikationen ge-
Norm, BestKeeper und NormFinder wurde eine Rangliste erstellt, wobei jedem ICG eine
Platzierung entsprechend seiner Expressionsstabilitdt zugewiesen wurde. Basierend auf
dem Durchschnittswert aller Platzierungen eines ICG wurde eine neue Software-uber-
greifende Rangliste erstellt. Dabei stellte der geringste Durchschnittswert die hochste Ex-
pressionsstabilitat dar.

Statistische Auswertung der Zielgen-Normalisierung. Nach abgeschlossener Ana-
lyse der ICG-Expressionen, wurde das Zielgen mit unterschiedlichen ICG beziehungs-
weise ICG-Kombinationen normalisiert. Die normalisierten Expressionslevel des Zielgens
wurden auf signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen BET-Behandlung, Ge-
schlecht und Schwangerschaftsalter bei Geburt getestet. Dafuir wurde eine MANOVA (Le-
vene-Test p>0,05) mit einem Holm’s-Sidak-Test fur paarweise Vergleiche durchgefuhrt.
Effekte zwischen den Subgruppen wurden mittels t-Test beziehungsweise Mann-Whit-

ney-U-Test auf Signifikanz geprtft. Das Signifikanzniveau lag bei p<0,05.
Korrelationsanalyse. Mit der Pearson-Gleichung wurde Uberprift, ob eine Korrelation

zwischen der durchschnittlichen Expression der einzelnen Gene und der RNA-Konzent-

ration (ng/pl pro mg Gewebe) besteht.
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2.8 Reagenzien und Material

Tabelle 4. Reagenzien, Losungsmittel und Material

Reagenzien und L6ésungsmittel Artikelnummer Hersteller

2-Mercaptoethanol 8057400005 Merck, Deutschland

Agarose A9539-500G Sigma-Aldrich, USA

Amplitag Gold 260 Master Mix 4398876 Applied Biosystems by life tech-
nologies, USA

Ethanol 70 Vol-% (MEK) Herbeta Arzneimittel, Deutsch-
land

Ethidiumbromid 1116150010 Merck, Deutschland

Gene Ruler Ultra Range DNA Ladder 00141398 Thermo Scientific, USA

(inkl. 6x Loading Dye)

Power SYBR® Green PCR Master Mix 4367659 Applied Biosystems by life tech-
nologies, USA

TRIzol® Reagent 15596-018 Invitrogen, USA

Wasser (Nuclease-frei, DEPC-behandelt) T143-4 Roth, Deutschland

Kits und Sets Artikelnummer Hersteller

Agilent RNA 6000 Nano Kit (inkl. Chips) 5067-1511 Agilent Technologies, Deutsch-
land

GenUP™ PCR Cleanup Kit BR0700302 Biotechrabbit, Deutschland

iScript™ Select cDNA Synthesis Kit 170-8897 BioRad, Deutschland

RNase-Free DNase Set 79254 Qiagen, Deutschland

RNeasy Mini Kit (inkl. RLT- und RDD-Puffer) | 74106 Qiagen, Deutschland

Material Artikelnummer Hersteller

MicroAmp® Optical 96-Well Reaction Plate N8010560 Applied Biosystems by life tech-
nologies, USA

Precellys Keramik-Kit 2.8 mm 91-PCS-CK28 Peglab, Deutschland

QlAshredderT™M 79656 Qiagen, Deutschland

Stainless Steel Beads,5 mm (200) 69989 Qiagen, Deutschland

ZR BashingBead™ Lysis Tubes (2.0 mm) S6003-50 Zymo Research, Deutschland
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3. Ergebnisse
3.1 Beschreibung des Studienkollektivs

Sowohl in der BET-Gruppe (n=24), als auch in der Kontrollgruppe (n=24) betrug der Anteil
an weiblichen und méannlichen Neugeborenen jeweils 50%. Tabelle 5 fasst die durch-

schnittliche Schwangerschaftsdauer der einzelnen Gruppen zusammen.

Tabelle 5: Durchschnitt und Verteilung der Schwangerschaftsdauer der einzelnen Gruppen

Geschlecht Schwangerschaftsdauer in Tagen p.m. p-Wert
(t-Test)
BET Kontrolle
Mittelwert; min. — max. Dauer Mittelwert; min. — max. Dauer
Weiblich 245; 177 — 290 (n=12) 260; 236 — 290 (n=12) 0,058
Mannlich 245; 186 — 293 (n=12) 254; 222 — 291 (n=12) 0,304

3.2 Einfluss der Extraktionsmethode auf die RNA-Qualitat

Die Zerkleinerungsmethode mit dem Hammer oder dem Skalpell nahm kaum Einfluss auf
die RNA-Qualitat am Ende der Extraktion. Allerdings erwies sich das Zerhdmmern als die
praktikabelste Methode, da die Proben dabei vollstdndig gefroren blieben. Die héchste
RNA-Ausbeute mit der besten RNA-Qualitat ergab sich bei dem Einsatz von 40mg Ge-
webe. Bei der Homogenisierung mit dem TissueLyser lieferten zwei Zyklen fur 30sec bei
15hz unter der Verwendung von Stahlkugeln die besten Ergebnisse. Die Lyse in RLT-
Puffer und Extraktion mit dem RNeasy Mini Kit erwies sich gegenulber der Trizol-Methode
als uberlegen. Der Geburtsmodus nahm bei humanen Gewebeproben keinen wesentli-
chen Einfluss auf die RNA-Qualitat. Die Gite des Extraktionsverfahrens wurde durch die
gleichzeitige RNA-Isolation aus Schafsplazenten validiert. Hierbei lagen die RIN-Werte
der Schafplazenten deutlich Uber denen der humanen Plazentaproben. Die Auswirkun-
gen verschiedener Methoden der Gewebezerkleinerung und RNA-Extraktion auf die
RNA-Qualitat sind in Tabelle 6 dargestellt.

Die durchschnittiche RNA-Konzentration der 96 Plazentaproben betrug 683,15ng/ul. Fir
zwei Proben betrug der RIN-Wert 3,0. Alle anderen Proben lagen in einem Bereich zwi-
schen 4,0 und 7,4. Der mittlere RIN-Wert aller Proben lag bei 5,73 und die mittlere OD
260/280 bei 2,05. Bei der Aufteilung des Probenkollektivs in Gruppen entsprechend der

plazentaren Lokalisation, des Schwangerschaftsalters bei Geburt, des fetalen Geschlecht
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und einer BET-Behandlung fanden sich keine signifikanten Unterschiede der RIN-Werte
zwischen den Gruppen.

Tabelle 6: Modifizierungen der RNA-Isolation und deren Einfluss auf die RNA-Qualitéat

Test Gruppen und Anzahl der Proben RNA-Konzen- |Ratio RIN
tration in ng/pl | 260/280

1. Zerkleinerungs- Skalpell (n=4) 424,11 2,01 5,13
methode Hammer (n=4) 886,53 2,07 5,70
2. Gewebemenge 20mg (n=1) 1530,00 2,13 4,40
40mg (n=1) 1927,31 2,12 5,20
80mg (n=1) 1798,43 2,11 4,20
100mg (n=1) 1750,81 2,12 4,00
160mg (n=1) 1110,64 2,09 4,30
200mg (n=1) 603,84 2,05 4,40
3. Homogenisierung | Stahlkugeln 5,0mm (n=2) 689,45 2,05 5,35
Keramikkugeln 2,8mm (n=2) 504,83 2,05 4,15
Keramikkugeln 2,0mm (n=2) 278,42 2,03 3,95
4. Einstellungen am |2x 4min bei 25hz (n=6) 491,69 2,04 4,75
Tissue Lyser 2x30sec bei 15hz (n=6) 589,35 2,05 4,82
4x20sec bei 10hz (n=6) 462,33 2,04 4,10
5. RNA-Extraktions- | RLT-Puffer + RNeasy Mini Kit (n=3) 427,67 2,04 4,67
verfahren Trizol + RNeasy Mini Kit (n=3) 1419,68 2,11 4,63
Trizol + TRIzol Reagent Protokoll (n=3) 61,62 1,91 3,23
6. Spezies Schaf (n=1) 1281,04 2,10 8,40
Mensch (n=1) 638,08 2,07 5,30
7. Geburtsmodus Sectio (n=2) 1088,15 2,09 5,35
Spontangeburt (n=2) 411,895 2,04 5,20

3.3 Beschreibung der internen Kontrollgene

3.3.1 Beurteilung von in der Literatur beschriebenen und in der humanen Plazenta
verwendeten internen Kontrollgenen

Die Literaturrecherche lieferte elf Artikel, in denen 22 ICG in der humanen Plazenta eva-
luiert wurden (Abb. 4 und Tab. 7). Bei sieben Artikeln handelte es sich um geNorm-Stu-

dien. Vier Artikel beschrieben andere Verfahren zur ICG-Evaluierung.
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Abbildung 4: Ergebnisse der Literaturrecherche

Des Weiteren wurden 24 Artikel gefunden, in denen PCR-Studien in der humanen Pla-

zenta im Rahmen des GC-Modells oder fetaler Wachstumsrestriktion beschrieben wur-

den. Die bereits evaluierten ICG und die entsprechenden Studien in der humanen Pla-

zenta sind in Tabelle7 aufgefihrt.

Tabelle 7: Liste der in der humanen Plazenta evaluierten ICG

Symbol | Genname Studien zur ICG-Vali- GC-/ fetale Wachstums-
dierung studien
ACTB Beta-Actin Cleal,?? Lanoix,?® Demendi,*® Schoof,*
Murthi,?8 Huang,0 Schoof,*5 Borzsonyi,”
Lacey?? Ma,®8 Zhou,%® Chen,100
Akhter,101 Sun,102 | j103
ALAS1 | 5'-Aminolevulinat-Synthase 1 Fajardy?® -
ATP50 | ATP-Synthase, F1-Komplex, Sub- Hulkova?® -
einheit O
ATP5B | ATP-Synthase, F1-Komplex, Beta- | Cleal?? -
Polypeptid
ATP6 ATP-Synthase 6 Hulkova?® -
B2M Beta-2-Microglobulin Meller,?” Drewlo,?? Tzschoppe,%* Pavek1%s
Cleal,?? Huang,* Fa-
jardy,?°
CyC1 Cytochrom C1 Cleal,?? Drewlo?3 -
EIF2S2 | Eukaryotischer Translation-Initia- Lacey?®? -
tionsfaktor 2, Subeinheit 2
EIF4A2 | Eukaryotischer Translation-Initia- Cleal?? -
tionsfaktor 4, Subeinheit 2
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Drewlo,2® Lanoix,28
Cleal,?? Drolet,?* Huang3®

GAPDH | Glycerinaldehyd-3-phosphat-De- Cleal,?? Drewlo,?® Dro- Demendi,*® Schoof,*
hydrogenase let,>* Lanoix,?® Meller,?’ Schoof,*> Ma,* Lee*’
Murthi,?® Huang,°
Lacey,3? Patel3!
HMBS Hydroxymethylbilan-Synthase Meller?? Schoof*, Schoof*
HPRT1 | Hypoxanthin Phosphoribosyltrans- | Meller,2” Drewlo,?? La- Tzschoppe,®* Pavek10s
ferase 1 noix,® Drolet,?* Hul-
kova?®
PPIA Cyclophilin A Lanoix,?® Fajardy?° Sehringer*®
PSMB6 | Proteasom, Subeinheit Beta 6 Hulkova?® -
RNA 18S ribosomale RNA Murthi,?® Lanoix,2® Sehringer,*® Torricelli,*®
18S5 Cleal,?? Patel?? Johnson,° Chan,5!
Driver52
RPL19 | Ribosomales Protein L19 Huang?° Mark106
SDHA Succinat-Dehydrogenase-Komplex, | Meller,?” Murthi,?® Bassols,107 Czikk108
Flavoprotein, Subeinheit A Drewlo,?® Lanoix,2®
Cleal,?? Hulkova?®
SF3A1l Splicing-Faktor 3a, Subeinheit 1 Cleal?? -
TBP Tata-Box-Bindeprotein Drewlo,23 Drolet,2* Hul- Audette,52 Czikk,108
kova,?® Lanoix,?¢ Meller,?” | Manceau®®®
Murthi,?8 Huang?°
TOP1 DNA Topoisomerase Typ | Drewlo,23 Lanoix,2¢ -
Cleal??
uBC Ubiquitin C Cleal,?2 Huang?° -
YWHAZ | 14-3-3 Protein Zeta/Delta Meller,2” Murthi,28 Czikk1o8

Insgesamt fanden sich YWHAZ, SDHA und HPRT1 unter den am h&ufigsten verwende-
ten und am stabilsten evaluierten Referenzgenen (Tab. 8). ACTB, RNA18S und GAPDH
wurden zwar oft fir RT-gPCR-Studien eingesetzt, jedoch wiesen sie in einigen Studien
starke Schwankungen in ihrer Expression auf.?2 23.26.28, 31,32 Dje Analyse der gefundenen
ICG nach ihren bisher beschriebenen Fahigkeiten zur Normalisierung und nach ihrem

Einsatz in GC-Studien ergab die in Tabelle 8 aufgefihrte Reihenfolge. Die im GC-Modell

verwendeten ICG sind in den Tabellen 7 und 8 fett und kursiv markiert.
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Tabelle 8: Bewertung der in der humanen Plazenta evaluierten ICG

Gen Setting Algorithmus | Proben- | Anzahl | Ranking der Expressionsstabilitat Autor
anzahl der ICG | (1=stabilstes bis n=instabilstes ICG)
1. YWHAZ | Gestationsdiabetes, schwangerschaftsindu- geNorm n=20 71CG 3 Meller?’
zierte Hypertonie
Fetale Wachstumsrestriktion geNorm n=50 6 ICG 3 Murthi28
Vergleich klinischer Gruppen geNorm n=90 8ICG 1-3 Drewlo?3
Praeklampsie geNorm n=22 91ICG 4 Lanoix26
NormFinder n=22 91CG 7
Gestationsdiabetes geNorm n=16 91CG 1-2
NormFinder n=16 91CG 2
RNA-Extraktion (RNeasy Mini Kit vs. Trizol) geNorm n=20 11I1CG | Kit: 3 Cleal??
Trizol: 4
Schwangerschaftsalter geNorm n=35 41CG 1-3 Drolet?4
RNA-Degradation und RIN n=119 71CG RNA-Integritat beeinflusst die Expression Huang?3°
2. TOP1 Vergleich klinischer Gruppen geNorm n=90 8ICG 1-3 Drewlo?3
Praeklampsie geNorm n=22 91CG 3 Lanoix?6
NormFinder n=22 91CG 4
Gestationsdiabetes geNorm n=16 91CG 4
NormFinder n=16 91CG 3
RNA-Extraktion (RNeasy Mini Kit vs. Trizol) geNorm n=20 11I1CG | Kit: 3 Cleal??
Trizol: 1-2
3. SDHA Gestationsdiabetes, schwangerschaftsindu- geNorm n=20 71CG 1-2 Meller?’
zierte Hypertonie
Fetale Wachstumsrestriktion geNorm n=50 6 ICG 5 Murthi2®
Vergleich klinischer Gruppen geNorm n=90 8ICG 4-6 Drewlo?3
Praeklampsie geNorm n=22 91CG 6 Lanoix?®
NormFinder | n=22 91CG 5
Gestationsdiabetes geNorm n=16 91CG 7
NormFinder | n=16 91CG 1

36




3. Ergebnisse

RNA-Extraktion (RNeasy Mini Kit vs. Trizol) geNorm n=20 11I1CG | Kit: 11 Cleal??
Trizol: 8
Humane Plazentaproben geNorm n=20 6 ICG 1-2 Hulkova?®
4. HPRT1 Gestationsdiabetes, schwangerschaftsindu- geNorm n=20 71CG 4 Meller?’
zierte Hypertonie
Vergleich klinischer Gruppen geNorm n=90 8ICG 4-6 Drewlo?3
Praeklampsie geNorm n=22 91ICG 1-2 Lanoix26
NormFinder n=22 91CG 2
Gestationsdiabetes geNorm n=16 91CG 5
NormFinder n=16 91CG 8
Schwangerschaftsalter geNorm n=35 41CG 1-3 Drolet?4
Humane Plazentaproben geNorm n=20 6 ICG 6 Hulkova?®
5.CYC1 RNA-Extraktion (RNeasy Mini Kit vs. Trizol) geNorm n=20 111CG Kit: 1-2 Cleal??
Trizol: 6
Vergleich klinischer Gruppen geNorm n=90 8ICG 1-3 Drewlo?3
6. TBP Vergleich klinischer Gruppen geNorm n=90 8ICG 4-6 Drewlo?3
Schwangerschaftsalter geNorm n=35 41CG 4 Drolet?4
Humane Plazentaproben geNorm n=20 6 I1CG 4 Hulkova?®
Praeklampsie geNorm n=22 91CG 7 Lanoix?6
NormFinder n=22 91CG 8
Gestationsdiabetes geNorm n=16 91CG 8
NormFinder n=16 91CG 9
Gestationsdiabetes, schwangerschaftsindu- geNorm n=20 71CG 1-2 Meller?’
zierte Hypertonie
Fetale Wachstumsrestriktion geNorm n=50 6 ICG 6 Murthi2®
RNA-Degradation und RIN n=119 71CG RNA-Integritat beeinflusst die Expression Huang?3°
7. GAPDH | RNA-Extraktion (RNeasy Mini Kit vs. Trizol) geNorm n=20 111CG Kit: 10 Cleal??
Trizol: 11
Vergleich klinischer Gruppen geNorm n=90 8I1CG 7-8 Drewlo?®
Schwangerschaftsalter geNorm n=35 41CG 1-3 Drolet?4
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Praeklampsie geNorm n=22 91CG 8 Lanoix?¢
NormFinder | n=22 91CG 6
Gestationsdiabetes geNorm n=16 91CG 3
NormFinder | n=16 91CG 5
Gestationsdiabetes, schwangerschaftsindu- geNorm n=20 71CG 6 Meller?’
zierte Hypertonie
Fetale Wachstumsrestriktion geNorm n=50 6 ICG 1-2 Murthi28
RNA-Degradation und RIN n=119 71CG RNA-Integritat beeinflusst die Expression Huang?®°
Gestationsalter (1. vs. 3. Trimester) Variation der | n=64 3ICG Gestationsalter beeinflusst die Expression Lacey?3?
Ct-Werte
Gestationsalter (1. vs. 3. Trimester) Variation der | n=16 21CG Hohe Schwankungen der Ct-Werte tiber Patel3!
Ct-Werte das Schwangerschaftsalter
8. PPIA Praeklampsie geNorm n=22 91CG 1-2 Lanoix?6
NormFinder n=22 91CG 1
Gestationsdiabetes geNorm n=16 91CG 1-2
NormFinder n=16 91CG 4
Behandlung des Gewebes, RNA-Degradation n=k.A. 3ICG Gewebebehandlung beeinflusst Expression | Fajardy?®
9. ATP50 Humane Plazentaproben geNorm n=20 6 I1CG 1-2 Hulkova?®
10. ATP6 Humane Plazentaproben geNorm n=20 6 ICG 3 Hulkova?®
11. UBC RNA-Extraktion (RNeasy Mini Kit vs. Trizol) geNorm n=20 111CG Kit: 1-2 Cleal??
Trizol: 1-2
RNA-Degradation und RIN n=119 71CG RNA-Integritat beeinflusst die Expression Huang®®
12. EIF4A2 | RNA-Extraktion (RNeasy Mini Kit vs. Trizol) geNorm n=20 111CG | Kit: 7 Cleal??
Trizol: 3
13. RNA Fetale Wachstumsrestriktion geNorm n=50 6 ICG 1-2 Murthi?®
18S5 Praeklampsie geNorm n=22 91CG 9 Lanoix?®
NormFinder n=22 91CG 9
Gestationsdiabetes geNorm n=16 91CG 9
NormFinder | n=16 91CG 7
RNA-Extraktion (RNeasy Mini Kit vs. Trizol) geNorm n=20 11ICG | Von der geNorm-Analyse ausgeschlossen Cleal??
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Gestationsalter (1. vs. 3. Trimester) Variation der | n=16 21CG Geringe Schwankungen der Ct-Werte iber | Patel3!
Ct-Werte das Schwangerschaftsalter
14. B2M Gestationsdiabetes, schwangerschaftsindu- geNorm n=20 71CG 7 Meller?’
zierte Hypertonie
Vergleich klinischer Gruppen geNorm n=90 8ICG 7-8 Drewlo?3
RNA-Extraktion (RNeasy Mini Kit vs. Trizol) geNorm n=20 11I1ICG | Kit: 9 Cleal??
Trizol: 10
RNA-Degradation und RIN n=119 71CG Stabilstes ICG beziliglich RNA-Degradation | Huang®°
Behandlung des Gewebes, RNA-Degradation n=Kk.A. 3ICG Stabilstes ICG bezliglich RNA-Degradation | Fajardy?®
15. ACTB RNA-Extraktion (RNeasy Mini Kit vs. Trizol) geNorm n=20 11I1CG | Kit: 8 Cleal??
Trizol: 7
Praeklampsie geNorm n=22 91CG 5 Lanoix?6
NormFinder n=22 91CG 3
Gestationsdiabetes geNorm n=16 91CG 6
NormFinder n=16 91CG 6
Fetale Wachstumsrestriktion geNorm n=50 6 ICG 4 Murthi?8
RNA-Degradation und RIN n=119 71CG RNA-Integritat beeinflusst die Expression Huang?3°
Gestationsalter (1. vs. 3. Trimester) Variation der | n=64 3ICG Expression nicht von Schwangerschaftsal- Lacey??
Ct-Werte ter beeinflusst
16. EIF2S2 | Gestationsalter (1. vs. 3. Trimester) Variation der | n=64 3ICG Expression nicht von Schwangerschaftsal- Lacey?3?
Ct-Werte ter beeinflusst
17. HMBS | Gestationsdiabetes, schwangerschaftsindu- geNorm n=20 71CG 5 Meller?’
zierte Hypertonie
18. RPL19 | RNA-Degradation und RIN n=119 71CG RNA-Integritat beeinflusst Expression mo- Huang®®
derat
19. ATP5B | RNA-Extraktion (RNeasy Mini Kit vs. Trizol) geNorm n=20 111CG Kit: 5 Cleal??
Trizol: 5
20. SF3A1 | RNA-Extraktion (RNeasy Mini Kit vs. Trizol) geNorm n=20 111CG Kit: 6 Cleal??
Trizol: 9
21. PSMB6 | Humane Plazentaproben geNorm n=20 6 ICG 5 Hulkova?®
22. ALAS1 | Behandlung des Gewebes, RNA-Degradation n=k.A. 3ICG Gewebebehandlung beeinflusst Expression | Fajardy?®
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3.3.2 Ko-Regulationen der internen Kontrollgene untereinander

In einer ersten IPA-Analyse mittels QUIAGEN'’s Ingenuity Pathway Analysis (durchge-
fuhrt am 09.12.2013) wurden die 15 am besten bewerteten ICG untersucht und auf po-
tenzielle Ko-Regulationen auf Expressions- (E) und Transkriptionsebene (T), sowie auf
Protein-Protein- (PP) und Protein-DNA-Interaktionen (PD) uberpruft. Dabei ergab sich
das in Abbildung 5 dargestellte Ergebnis. Des Weiteren wurde eine IPA-Analyse mit den
ICG durchgefihrt, die bereits in der humanen Plazenta evaluiert und zudem im GC-Mo-
dell oder innerhalb fetaler Wachstumsstudien eingesetzt wurden (durchgefuhrt am
09.12.2013). Die Ergebnisse sind in Abbildung 6 dargestellt.

In Anbetracht beider Analysen wies SDHA die geringste Anzahl an Ko-Regulationen auf,
gefolgt von PPIA, YWHAZ und RPL19. SDHA, PPIA und YWHAZ wurden zudem in meh-
reren Studien als Referenzgene in der humanen Plazenta getestet und als stabil bewertet
(Tab. 8). HPRT1, HMBS und B2M zeigten nur geringfligige Ko-Regulationen mit anderen
Genen. HPRT1 wurde in der humanen Plazenta ebenfalls als stabil eingestuft. HMBS
und B2M erwiesen sich in bisherigen Studien als moderat stabil bis instabil, allerdings
wurden sie bereits in GC- oder Wachstumsstudien in der humanen Plazenta verwendet.
Ein hohes Ko-Regulationspotenzial wiesen GAPDH, ACTB, TBP, TOP1 und UBC auf.
EIF4A2, EIF2S2, CYC1, M-ATP6 und ATP50 zeigten zwar nur geringfligige Ko-Regula-
tionen, allerdings wurden sie bisher noch nicht im Rahmen fetaler Wachstums- oder GC-

Studien in der humanen Plazenta verwendet.

Fur die PCR-Studie wurden folgende sieben ICG ausgewahlt: B2M, HMBS, HPRT1,
PPIA, RPL19, SDHA, YWHAZ. Im Mai 2015 wurde eine erneute IPA-Analyse mit diesen
sieben ICG durchgefihrt (Abb. 7), um neue Effekte auf Expressions- und Transkriptions-
ebene in der Beurteilung der ICG zu bertcksichtigen. Es zeigten sich inzwischen mehr
direkte und indirekte Interaktionen der Gene untereinander im Vergleich zu der initialen
Analyse vom Dezember 2013. RPL19 wies tUber MYCN eine direkte Regulation mit B2M
auf,11% sowie eine direkte Regulation mit PPIA Giber MYC.'! Des Weiteren wurden direkte
Interaktionen zwischen B2M und SDHA uber HTT,112114 zwischen HMBS und HPRT1
tber NFEL2,115 116 zwischen YWHAZ und PPIA (iber TERT". 118 ynd zwischen B2M und
YWHAZ liber NR3C11*° gefunden. Zudem wurde ein Einfluss durch das Glukokortikoid
DEX auf B2M entdeckt.'?® Es fanden sich keine direkten Ko-Regulationen zwischen
PPIA, HMBS und SDHA, sowie zwischen RPL19, HMBS und SDHA.

40



3. Ergebnisse
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Abbildung 5: Ko-Regulationen der 15 am besten bewerteten ICG

(Dez. 2013)
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Zu den Abbildungen 5 bis 7: Die Analyse auf potenzielle Ko-Regulationen zwischen 15 ICG wurde mit
der Software Ingenuity Pathway Analysis (IPA) durchgefthrt.

Interaktionstypen: E = Expression, PD = Protein-DNA-Interaktion, PP = Protein-Protein-Interaktion, TR =
Transkription.

ICG: ACTB (Beta-Actin), ATP50 (ATP-Synthase, F1-Komplex, Subeinheit O), B2M (Beta-2-Microglobulin),
CYC1 (Cytochrom C1), EIF2S2 (Eukaryotischer Translation-Initiationsfaktor 2, Subeinheit 2), EIF4A2 (Eu-
karyotischer Translation-Initiationsfaktor 4, Subeinheit 2), GAPDH (Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydro-
genase), HMBS (Hydroxymethylbilan-Synthase), HPRT1 (Hypoxanthin Phosphoribosyltransferase 1), M-
ATP6 (ATP-Synthase 6), PPIA (Cyclophilin A), RPL19 (Ribosomales Protein L19), SDHA (Succinat-De-
hydrogenase-Komplex, Flavoprotein, Subeinheit A), TBP (Tata-Box-Bindeprotein), TOP1 (DNA Topoiso-
merase Typ 1), UBC (Ubiquitin C), YWHAZ (14-3-3 Protein Zeta/Delta).

Potenzielle Ko-Regulatoren: Apl (Aktivatorprotein 1), APP (Amyloid-Vorlaufer-Protein), Brdt (Testes-
spezifisches Protein der Bromodomaéane), CCT4 (Chaperonin-enthaltendes T-Komplex-Polypeptid-1, Delta-
Untereinheit), DEX (Dexamethason), EIF4G2 (Eukaryotischer Translation-Initiationsfaktor 4, Gamma 2),
GTF2B (Transkriptionsfaktor 11B), HDAC1 (Histon-Deacetylase 1), HIF1A (Hypoxie-induzierter Faktor 1,
Alpha-Untereinheit) , histone h3 (Histon h3), HLA-F (Haupthistokompatibilititskomplex, Klasse I, F), HRAS
(Harvey-Ratten-Sarkom-Virusonkogen), HSF1 (Hitzeschock-Transkriptionsfaktor 1), HTT (Huntingtin),
IFNG (Interferon-gamma), INSR (Insulinrezeptor), JRK (Jrk helix-turn-helix Protein), MYC (virales Myelocy-
tomatose-Onkogen), MYCN (virales Myelocytomatose-Onkogen, Neuroblastom-abgeleitetes Homolog),
Nc2 (Negativer Kofaktor 2), NEIL2 (Nei-ahnliche DNA-Glycosylase 2), NFE2L2 (NFE-ahnlicher Faktor 2),
NR3C1 (Glukokortikoidrezeptor alpha), RANBP9 (RAN-bindendes Protein 9), RNA polymerase Il (RNA-
Polymerase Il), SUPT16H (Chromatin-spezifischer Transkription-Elongationsfaktor, 140 KDa Untereinheit)
TAF10 (Tata-Box-Bindeprotein-assoziierter-Faktor 10), TERT (Telomerase-Reverse Transkriptase), TNF
(Tumornekrosefaktor).

Abbildung 7 nach Giitling et al.1?

3.3.3 Ergebnisse der Primeretablierung

Eine Ubersicht der verwendeten Primerpaare ist in Tabelle 9 dargestellt. Die PCR-Pro-
dukte aller Primer zeigten in der Gelelektrophorese die erwartete ProduktgrofRe des
amplifizierten Genabschnitts und keine Banden in den Negativkontrollen. In der RT-qPCR
zeigten die Schmelzkurven eindeutige ,single“ Peaks fur die jeweiligen Produkte, welche
im Anschluss sequenziert wurden. Die Negativkontrollen waren nicht detektierbar. Die
Effizienzen aller Primersequenzen lagen zwischen 92,1% und 102,5%. Die Sequenzen
der PCR-Produkte entsprachen jeweils den amplifizierten Genabschnitten der FASTA-

Sequenzen.
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Tabelle 9: PrimerlUbersicht fiir die potenziellen Referenzgene, das Zielgen und ribosomale RNA in der humanen Plazenta

Gen Ab- | Primersequenzen (5’ > 3’) Produkt- | Effizienz* | Annealing- Zugangs- Funktion und Referenz
kirzung groRke Temperatur | Nummer
B2M F: GGC TAT CCA GCG TAC TCC AAA 246 bp 97,2% 57,1°C NM_004048.2 | Beta-Kette von Klasse-I-Molekdlen
R: CGG CAG GCATACTCATCTTTITT des Haupthistokompatibilitditskom-
plexes (MHC), Drewlo?3
HMBS F: GCC AGC TTG CTC GCA TAC AGA 195 bp 98,8% 61,8°C NM_000190.3 | Enzym der Ham-Biosynthese**
R: CCAGGT CCACTT CATTCTTCT CCAG
HPRT1 | F: AGC CCT GGC GTC GTG ATT AGT 140 bp 95,2% 63,4°C NM_000194.2 | Nukleosid-, Nukleotid- und Nuklein-
R: ACAGGA CTG AACGTCTTG CTC G sauremetabolismus**
PPIA F: GTC AAC CCC ACCGTGTTCTTC 100 bp 94,7% 58,8°C NM_021130.3 | Proteinstoffwechsel und -modifizie-
R: TTTCTG CTG TCTTTG GGACCT TG rung, Piechota-Polanczyk'??
RPL19 F: GAG TAT GCT CAG GCT TCA GAAGAG G 175 bp 98,7 % 61,7°C NM_000981.3 | Proteinstoffwechsel und -modifizie-
R: GGA ATG GAC CGT CACAGG CTT G rung**
SDHA F: TAC AAG GTG CGG ATT GAT G 148 bp 102,5 % 52,0°C NM_004168.2 | Komplex der mitochondrialen
R: CGA TCA CGG GTC TAT ATT CAA Atmungskette, Lanoix?6
YWHAZ | F: GCA ACC AAC ACATCC TAT CAG ACT G 217 bp 97,1% 60,1°C NM_003406.3 | Vermittlung der Signaltransduktion **
R: GGT ATC CGATGT CCA CAATGT CAAG
NR3C1 | F: AAACCT TACTGC TTC TCT CTT CA 203 bp 98,2 % 53,4°C NM_000176.2 | Glukokortikoidrezeptor, Pavek!%®
R: GTT AAG GAG ATT TTC AAC CAC TTC
RNA28S | F: GCA AAAGCT CGC TTGATCTTG A 131 bp 92,1% 60,0°C NR_003287.2 | Ribosomale RNA, bildet den groR-
R: CAC AAG CCAGTT ATCCCT GTG G tem Anteil von eukaryotischen zyto-
plasmatischen Ribosomen und damit
eine der Hauptkomponenten aller
eukaryotischen Zellen, Schmittgen?®
RNA18S | F: GTAACC CGT TGAACCCCATT 151 bp 100,2% 57,0°C NR_003286.2 | Ribosomale RNA, involviert in die
R: CCATCC AAT CGG TAG TAG CG korrekte Positionierung von mRNA
und tRNA, Vazquez-Blomquist'?3

Bei allen Amplikationen wurde das folgende PCR-Protokoll verwendet: initiale Denaturierung fir 10min bei 95°C, gefolgt von 40 Zyklen a 95°C fiir 20sec, entspre-
chend der Annealing-Temperatur des Primerpaares 53,4-63,4°flr 32sec, und 72°C fur 60sec. Jeder PCR-Lauf wurde von einer Schmelzkurvenanalyse gefolgt (ein
Zyklus bei 95°C fur 15sec, 60°C fur 60sec, 95°C fur 15sec und 60°C fiir 15sec). *PCR-Effizienzen wurden mit der folgenden Formel berechnet: (10-V/Steigung-1) x
100%; ** erstellt mit der Software Primer Premier 6
Tabelle nach Giitling et al.1?!
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3.4 Expressionsanalysen der internen Kontrollgene

3.41 ,Klassische“ Analyse

Normalverteilung. Die Analyse der Expressionswerte (relative Quantitét) ergab lediglich
fur RPL19 (p=0,056) eine Normalverteilung mit p>0,05 im Kolmogorov-Smirnov-Test. Bei
B2M (p=0,002, pig>0,200), HMBS (p=0,039, piog=0,110), SDHA (p=0,001, piog>0,200)
und YWHAZ (p=0,000, piog>0,200) konnte durch Logarithmierung eine Normalverteilung
erreicht werden. Die Daten von HPRT1 (p=0,037, pig=0,017) und PPIA (p=0,000,
Pog=0,037) blieben auch nach Logarithmierung nicht normalverteilt. Bei Trennung des
Datensatzes beziglich der Lokalisation der entnommenen Proben in zentral und peripher

wiesen alle ICG eine Normalverteilung auf.

Lokalisationseffekt. Bei keinem ICG fanden sich signifikante Unterschiede in der Gen-
expression zwischen den zentralen und den peripheren Plazentaproben (Tab. 10). Da
aus jeder Plazenta eine zentrale und eine periphere Probe stammt und angenommen
werden kann, dass Proben der gleichen Plazenta einander mehr &hneln als Proben aus
unterschiedlichen Plazenten, wurden fur die weiteren Analysen die zentralen und peri-
pheren Expressionswerte getrennt voneinander betrachtet. Somit wurden systematische
Abhéangigkeiten zwischen den Proben ausgeschlossen, welche die Standardfehler ver-

zerrt hatten.

Tabelle 10: Unterschiede in der ICG-Expression nach plazentarer Lokalisation

ICG Zentrale Proben Periphere Proben p-Wert

Mittelwert SD Mittelwert SD. (t-Test)
B2M 0,238 0,127 0,261 0,160 0,444
HMBS 0,259 0,156 0,252 0,149 0,814
HPRT1 0,415 0,180 0,401 0,176 0,708
PPIA 0,335 0,169 0,355 0,169 0,559
RPL19 0,325 0,189 0,379 0,234 0,216
SDHA 0,323 0,180 0,351 0,215 0,496
YWHAZ 0,293 0,212 0,304 0,217 0,825
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Effekte durch Gestationsalter, Geschlecht und BET-Behandlung. Hinsichtlich mogli-
cher Effekte auf die ICG-Expression durch das Geschlecht, das Schwangerschaftsalter
bei Geburt oder die BET-Behandlung ergaben sich lediglich fur die zentralen Proben sig-
nifikante Unterschiede (Abb. 8). So zeigten HPRT1 und PPIA signifikant hohere Expres-
sionswerte unter den Frihgeborenen (<37+0 SSW) verglichen mit den Reifgeborenen (=
37+0 SSW) (HPRT1: Relative Quantitdt Q<s7+o ssw = 0,467+0,190 vs. Q=37+0 ssw =
0,354+0,150, p=0,016; PPIA: Q<s7+o ssw = 0,386+0,172 vs. Q=37+0 ssw = 0,275+0,145,
p=0,033). Zudem konnte fir HPRT1 ein signifikanter geschlechtsabhangiger Effekt mit
hoheren Expressionswerten fur die Plazenten weiblicher Neugeborener nachgewiesen
werden (Quweiblich = 0,461+0,205 vSs. Qmannich = 0,369+0,140, p=0,024).

Innerhalb der Plazenten weiblicher Reifgeborener zeigte sich durch die BET-Behandlung
eine signifikante Hochregulation der Genexpression fur B2M, HMBS, HPRT1 und PPIA
(B2M: Qser = 0,315+0,091 vs. Qkontrole = 0,164+0,134, p=0,042; HMBS: Qser =
0,377+0,261 vs. Qkontrolle = 0,144+0,101, p=0,048; HPRT1: Qger = 0,468+0,087 vs. Qkon-
rolle = 0,292+0,165, p=0,039; PPIA: Qser = 0,390£0,156 vS. Qkontrolle = 0,204+0,125,
p=0,044). AuRerdem fanden sich Behandlungseffekte fir RPL19 innerhalb der weiblichen
Frihgeborenen (Qser=0,440£0,111 vs. Qkontrolle = 0,300+0,711, p=0,024) und fur HPRT1
innerhalb der mannlichen Frihgeborenen (Qser = 0,302+0,101 vs. Qkontrolle =
0,475%0,119, p=0,044), sowie ein geschlechtsabhangiger Effekt fir RPL19 und HPRT1
innerhalb der behandelten Friihgeborenen (RPL19: Queiblich = 0,440%0,111 vS. Qmannlich =
0,235+0,141, p=0,018; HPRT1: Quweibich = 0,534+0,231 vs. Qmanich = 0,302+0,101,
p=0,008). Keine Regulationen fanden sich fir SDHA und YWHAZ. HPRTL1 erwies sich
als das am starksten regulierte ICG.

Innerhalb der peripheren Proben fand sich fur kein Gen ein signifikanter Gruppeneffekt.

Die Ergebnisse der Berechnungen sind den Abbildungen 8 und 9 dargestelit.
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Abbildung 8: ,,Klassische* Analyse der Expressionswerte der ICG in zentralen Proben
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Abbildung 9: ,,Klassische® Analyse der Expressionswerte der ICG in peripheren Proben
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Zu den Abbildungen 8 und 9: Die RT-gPCR-Rohdaten der sieben getesteten ICG wurden entsprechend
ihrer Lokalisation aufgeteilt und mittels MANOVA mit den Hauptfaktoren Schwangerschaftsalter bei Geburt,
Geschlecht und BET-Behandlung analysiert. Bei signifikanten Effekten mit p<0,05 wurde ein paarweiser
Vergleich mittels Holm’s-Sidak-Test angeschlossen. * = signifikante Effekte fiir die Faktoren Geschlecht
und BET-Behandlung; (+) = signifikante Effekte fir den Faktor Schwangerschaftsalter; 1 = signifikante Ef-
fekte im t-Test; 2 = signifikante Effekte im Mann-Whitney-U-Test. Relative Expression = EffizienzACt mit ACt
= Ctmin — Ctrrobe. Die Balken geben den Mittelwert + 2-fachen Standardfehler (SE) an. Die Probenanzahl n
ist am Ful? der Balken angegeben.

Abbildung 8 nach Giitling et al.1?!

3.4.2 Analyse mit Algorithmen

geNorm. Die geNorm-Analyse der sieben ICG wurde zunéchst mit allen Proben durch-
gefuhrt und anschlielend mit dem nach plazentarer Lokalisation getrennten Datensatz
wiederholt. Dabei lieferten die Analyse aller Proben (n=96) und die Analyse der periphe-
ren Proben (n=48) die gleichen Ergebnisse beziglich der Reihenfolge der ICG, sortiert
nach deren Stabilitatswert M (Abb. 10, Tab. 12). Die stabilsten drei ICG waren PPIA und
RPL19, gefolgt von HMBS. Verglichen mit den zentralen Proben (n=48) ergab sich ledig-
lich eine Abweichung unter den ersten drei ICG. Hier stellten HMBS und RPL19 die
beiden stabilsten ICG dar. PPIA prasentierte sich auf Rang drei. In allen drei Analysen
zeigte sich HPRT1 als das instabilste ICG. Zur Ermittlung der optimalen Anzahl der ICG
wurde die paarweise Variation Van+1 berechnet und entsprechend den Empfehlungen von
Vandesompele et al. V<0,15 als Grenzwert festgelegt.® Bei der Betrachtung aller Proben
(V314=0,146), sowie der zentralen Proben (V34=0,137) stellte sich eine Normalisierung mit
drei ICG als geeignet dar. Fur die peripheren Proben (V45=0,123) ergab sich eine Nor-
malisierung mit vier ICG (Abb. 10).

Da die im Mai 2015 durchgefuhrte IPA-Analyse (Abb. 7) eine potenzielle Ko-Regulation
zwischen PPIA und RPL19 aufzeigte, wurde die geNorm-Analyse einmal ohne PPIA und
einmal ohne RPL19 wiederholt. Weder der Ausschluss von PPIA, noch der von RPL19

fuhrte zu einer Veranderung der Reihenfolge der tbrigen ICG (Tab. 11).

NormFinder. GroRere Unterschiede beziglich der Lokalisation ergaben sich beim Ver-
gleich der NormFinder-Analyse zwischen den zentralen und peripheren Proben (Abb. 11,
Tab. 12). Unter den zentralen Proben war RPL19 mit Abstand das instabilste Gen vergli-
chen mit den ubrigen ICG. Dahingegen stellte es sich innerhalb der peripheren Proben

deutlich als das stabilste Gen heraus. Bei Betrachtung des gesamten Probenkollektivs
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nahm es auf Platz drei eine mittlere Stellung ein. In allen drei Berechnungen rangierten
HMBS und PPIA unter den stabilsten drei ICG. Unter den instabilsten drei ICG befanden
sich HPRT1 und YWHAZ.

BestKeeper. Bezogen auf die SD der einzelnen ICG und der sich daraus ergebenden
Sortierung der ICG lieferten die BestKeeper-Analysen mit dem gesamten Probenkollek-
tiv, mit den zentralen Proben, sowie mit den peripheren Proben &hnliche Ergebnisse
(Abb. 12 A-C, Tab.12). B2M und HMBS stellten sich hier als die stabilsten Gene mit den
geringsten SD heraus. YWHAZ, RPL19 und SDHA wiesen dagegen die héchsten SD und
damit die grof3ten Schwankungen auf. Auch beim Vergleich der ICG-Reihenfolge, die sich
aus der Korrelationsanalyse mit dem BestKeeper-Index ergab, zeigten sich ahnliche Er-
gebnisse fur alle drei Analysen (Abb. 12 D-F, Tab. 12). Hier waren die stabilsten drei ICG
fur das gesamte Probenkollektiv und die peripheren Proben RPL19, HMBS und PPIA,
und fur die zentralen Proben RPL19, YWHAZ und HMBS. HPRT1, B2M und SDHA wur-
den in allen drei Analysen (gesamt, zentral und peripher) als instabil bewertet. Auffallend
ist, dass B2M, bewertet durch den BestKeeper-Index unter den beiden instabilsten ICG
zu finden war, wohingegen es bezogen auf die SD das stabilste ICG zu sein schien. An-
dersherum verhielt es sich mit RPL19, sowie allein fur die zentralen Proben mit YWHAZ.
Trotz hoher SD prasentierten sie sich in der Analyse des BestKeeper-Index als die
stabilsten ICG.
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Abbildung 10: geNorm-Analyse der sieben ausgewahlten ICG

Durchschnittliche Expressionsstabilitat M der verbleibenden ICG nach schrittweisem Ausschluss des jeweils instabilsten ICG, berechnet mithilfe der geNorm-
Software. Der paarweise Vergleich V zeigt die zuséatzliche Reliabilitdt des Normalisierungsfaktors an, der durch das Hinzufligen eines weiteren ICG entsteht.
Abbildung 10A nach Giitling et al.12!
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Abbildung 11: NormFinder-Analyse der sieben ICG
Stabilitatswert der ICG, berechnet mithilfe der NormFinder-Software.
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Abbildung 12: BestKeeper-Analyse der sieben ICG
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A-C: Standardabweichungen der einzelnen ICG, berechnet mithilfe der BestKeeper-Software. Eine geringe SD spricht fir eine hohe Expressionsstabilitat des ICG.
D-F: Pearson-Korrelationskoeffizient zwischen jedem ICG und dem BestKeeper-Index. Eine hohe Korrelation zeigt eine hohe Expressionsstabilitét des ICG an.
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Tabelle 11: Vergleich des geNorm-Rankings mit sechs ICG nach Ausschluss von PPIA oder RPL19

A: geNorm-Analyse mit sechs ICG (ohne PPIA, alle Proben)

Gen RPL19 HMBS SDHA YWHAZ B2M HPRT1
M-Wert 0,57 0,57 0,63 0,65 0,73 0,78
Rang 1 2 3 4 5 6

B: geNorm-Analyse mit sechs ICG (ohne RPL19, alle Proben)

Gen PPIA HMBS SDHA YWHAZ B2M HPRT1
M-Wert 0,57 0,57 0,63 0,68 0,73 0,77
Rang 1 2 3 4 5 6

Ranking von sechs ICG anhand der durchschnittlichen Expressionsstabilitat M. Der M-Wert der verbleiben-
den ICG wurde nach schrittweisem Ausschluss des jeweils instabilsten ICG mithilfe der geNorm-Software
berechnet.

Software-ubergreifendes Ranking. Die ICG wurden entsprechend ihren Platzierungen
aus geNorm, NormFinder und BestKeeper einander gegenibergestellt und aus den Mit-
telwerten ihrer Platzierungen ein Software-tbergreifendes Ranking erstellt (Tab. 12). Das
Ranking wurde einerseits mit dem gesamten Probenkollektiv (n=96), und andererseits
mit den Proben durchgefihrt, die entweder nur aus der zentralen (n=48) oder nur aus der
peripheren (n=48) Plazentalokalisation entnommen wurden. In allen drei Analysen stell-
ten HMBS, PPIA, RPL19 und SDHA die stabilsten ICG und B2M, YWHAZ und HPRT1
die instabilsten ICG dar. Das Ranking der gesamten Proben und das der zentralen Pro-
ben lieferten die gleichen Ergebnisse. Lediglich das Ranking der peripheren Proben
ergab Abweichungen innerhalb der ersten vier Platzierungen.

Tabelle 12: Vergleich der Expressionsstabilitat der sieben Referenzgene in der humanen Plazenta,
berechnet mit geNorm, NormFinder und BestKeeper

A: Gesamtes Probenkollektiv

Rang geNorm NormFinder BestKeeper BestKeeper
Gen Stabilitat Gen Stabilitat Gen Stabilitat? Gen Stabilitat®
1 PPIA 0,50 PPIA 0,829 B2M 0,116 RPL19 0,915
2 RPL19 0,50 HMBS 0,886 HMBS 0,128 HMBS 0,879
3 HMBS 0,55 rPL19 1,078 PPIA 0,130 PPIA 0,871
4 SDHA 0,60 SDHA 1,138 HPRT1 0,136 YWHAZ 0,857
5 YWHAZ 0,64 B2M 1,172 SDHA 0,164 SDHA 0,779
6 B2M 0,70 YWHAZ 1,174 RPL19 0,169 B2M 0,734
7 HPRT1 0,74 HPRT1 1,226 YWHAZ 0,181 HPRT1 0,512

Software-ubergreifendes Ranking®: (1) HMBS - (2) PPIA - (3) RPL19 - (4) SDHA - (5) B2M - (6)
YWHAZ - (7) HPRT1
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B: Zentrale Proben

Rang geNorm NormFinder BestKeeper BestKeeper
Gen Stabilitat Gen Stabilitat Gen Stabilitat? Gen Stabilitat®
1 RPL19 0,52 PPIA 0,231 B2M 0,101 RPL19 0,899
2 HMBS 0,52 HMBS 0,274 PPIA 0,118 YWHAZ 0,892
3 PPIA 0,54 SDHA 0,322 HMBS 0,119 HMBS 0,841
4 SDHA 0,59 B2M 0,380 HPRT1 0,129 PPIA 0,831
5 YWHAZ 0,63 YWHAZ | 0,410 SDHA 0,150 SDHA 0,769
6 B2M 0,67 HPRT1 0,538 RPL19 0,152 B2M 0,748
7 HPRT1 0,72 RPL19 1,467 YWHAZ 0,174 HPRT1 0,438

Software-iibergreifendes Ranking®: (1) HMBS — (2) PPIA - (3) RPL19 — (4) SDHA - (5) B2M - (6)
YWHAZ - (7) HPRT1

C: Periphere Proben

Rang geNorm NormFinder BestKeeper BestKeeper
Gen Stabilitat Gen Stabilitat Gen Stabilitat? Gen Stabilitat®
1 PPIA 0,48 RPL19 0,330 B2M 0,133 RPL19 0,925
2 RPL19 0,48 PPIA 1,160 HMBS 0,138 HMBS 0,903
3 HMBS 0,55 HMBS 1,238 PPIA 0,141 PPIA 0,898
4 SDHA 0,62 SDHA 1,595 HPRT1 0,141 YWHAZ 0,833
5 YWHAZ 0,66 YWHAZ 1,627 SDHA 0,176 SDHA 0,787
6 B2M 0,73 B2M 1,631 RPL19 0,187 B2M 0,729
7 HPRT1 0,77 HPRT1 1,667 YWHAZ 0,188 HPRT1 0,574

Software-tbergreifendes Ranking®: (1) PPIA — (2) RPL19 - (3) HMBS - (4) SDHA - (5) B2M - (6)
YWHAZ — (7) HPRT1

a Standardabweichung, bezogen auf die durchschnittliche relative Quantitét (Q = ECtmin-CtProbe)

b Pearson-Korrelationskoeffizient (r) zwischen dem ICG und dem BestKeeper-Index (berechnet aus dem
geometrischen Mittel aller ICG)

¢ Berechnung basierend auf den durchschnittlichen Platzierungen der ICG in allen drei Software-Applikati-
onen

Tabelle 10A nach Gutling et al.*?*

3.5 Einfluss des Normalisierungsverfahrens auf die Zielgenexpression

Normalisierung der Zielgenexpression. Die RT-gPCR Rohdaten des Zielgens NR3C1
wurden mit verschiedenen ICG, sowie verschiedenen Kombinationen von ICG normali-
siert. Als NF wurden die relativen Quantitaten beziehungsweise das geometrische Mittel
der relativen Quantitaten folgender ICG verwendet: (1) Die Kombination der besten vier
ICG, bewertet durch das Software-ubergreifende Ranking und geNorm (PPIA, RPL19,
HMBS, SDHA); (2) HPRT1 als das laut Ranking und ,klassischer® Analyse instabilste
Gen; (3) SDHA als das gemal der ,klassischen* Analyse am wenigsten regulierte Gen;
(4) RPL19, das anhand der Software-Algorithmen stabil bewertet wurde, in der ,klassi-

schen” Analyse jedoch Regulationen aufwies.
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Normalverteilung. Die normalisierten und neu-skalierten Daten (geNorm V 3.5 ma-
nual®®) wurden entsprechend der Probenlokalisation in einen zentralen und einen peri-
pheren Datensatz aufgeteilt und auf Normalverteilung tberprift (Kolmogorov-Smirnov-
Test p>0,05). Innerhalb der zentralen Proben wiesen lediglich die mit RPL19 normalisier-
ten Expressionswerte eine Normalverteilung (p=0,139) auf. Die mit den vier stabilsten
ICG (p=0,018, piog>200) und die mit HPRT1 (p=0,002, piog>0,200) normalisierten Daten
erreichten durch Logarithmierung eine Normalverteilung. Die mit SDHA normalisierten
Expressionen waren auch nach Logarithmierung nicht normalverteilt (p=0,0086,
Pog=0,031). Die Analyse der peripheren Proben ergab eine Normalverteilung der mit
HPRT1 (p=0,078) und der mit RPL19 (p>0,200) normalisierten Daten. Die mit den vier
stabilsten ICG (p=0,021, piog>0,200) und die mit SDHA (p=0,000, piog>0,200) normalisier-
ten Expressionswerte konnten durch Logarithmierung in eine Normalverteilung Gberfihrt

werden.

Effekte durch Gestationsalter, Geschlecht und BET-Behandlung. Sowohl innerhalb
der zentralen, als auch innerhalb der peripheren Proben ergaben sich durch die Verwen-
dung verschiedener ICG zur Normalisierung unterschiedliche Ergebnisse in der Auswer-
tung (Abb. 13 und 14).

Bei den zentralen Proben liel3 sich kein signifikanter Einfluss durch das Gestationsalter
bei Geburt, das Geschlecht oder durch eine Behandlung mit BET auf die Zielgenexpres-
sion nachweisen, wenn die RT-gPCR-Daten mit den besten vier ICG oder alleine mit
HPRT1 normalisiert wurden (Abb. 13). Jedoch zeigte sich bei der Normalisierung mit
HPRT1 fur die <37+0 SSW Geborenen ein nicht-signifikanter Trend zu einer Hochregu-
lation von NR3C1 durch die BET-Behandlung (normalisierte, neu-skalierte Zielgenex-
pression nQser = 15,90£11,33 vs. nQkontrolle = 9,38+3,84, p=0,149). Nach der Normalisie-
rung mit SDHA zeigte sich ein geschlechtsabhangiger Effekt mit signifikant hoheren Ziel-
genexpressionen innerhalb der weiblichen Gruppe verglichen mit den méannlichen Neu-
geborenen (NQweiblich = 40,41+22,23 vS. NQmanniich = 26,19+14,18, p=0,018). Die mit RPL19
normalisierten Daten wiesen dagegen einen durch das Schwangerschaftsalter bedingten
Einfluss auf, insbesondere in der mannlichen nicht-behandelten Kontrollgruppe (alle zent-
ralen Proben: nQ<s7+0 ssw = 4,27£1,44 vs. nQ=37+0 ssw = 5,64+2,39, p=0,039; méannliche
Kontrollgruppe: nQ<37+0 ssw = 3,50£0,64 vs. nQ=37+0 ssw = 5,93+1,71, p=0,047).
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Fur die peripheren Proben (Abb. 14) konnte sowohl fur die mit den besten vier ICG, als
auch fur die mit SDHA normalisierten Expressionswerte ein signifikanter geschlechtsab-
hangiger Effekt nachgewiesen werden (HMBS+PPIA+RPL19+SDHA: nQuweiblich =
7,442 71 vs. NQmanniich = 5,59+2,31, p=0,021; SDHA: nQueiblich = 36,40+16,44 vs. NQmann-
lich = 23,73+13,91, p=0,002). Dieser spiegelte sich fur die mit SDHA normalisierten Werte
vor allem in der vor 37+0 SSW geborenen BET-Gruppe wieder (NQweiblich = 42,15+16,40
VS. NQmannlich = 20,16+7,11, p=0,005). Die mit HPRT1 und die mit RPL19 normalisierten
Daten zeigten dagegen keine signifikanten Unterschiede bezogen auf das Gestationsal-

ter, das Geschlecht oder eine BET-Behandlung.

A . NR3C1 mRNA Expresgion B NR3C1 mRNA Expression
normalisiert mit HMBS, PPIA, RPL19 und SDHA normalisiert mit HPRT1
14 [J/E Kontrolle [J/EKontrolle
1% BET | 1% BET
12 4
o l
| ] 20 4

NR3C1 Expression, .. +/-2SE
NR3C1 Expression, .. +/-2SE

5 6 T 5 5 6 7 5

w m w m w m w m
< 37+0 SSW >= 37+0 SSW < 37+0 SSW >= 37+0 SSW
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Abbildung 13: Vergleich der Zielgenexpression in zentralen Proben nach Normalisierung mit ver-
schiedenen ICG
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Abbildung 14: Vergleich der Zielgenexpression in peripheren Proben nach Normalisierung mit
verschiedenen ICG

Zu den Abbildungen 13 und 14: Die normalisierten, neu-skalierten Zielgenexpressionen wurden entspre-
chend ihrer Lokalisation aufgeteilt und mittels MANOVA mit den Hauptfaktoren Schwangerschaftsalter bei
Geburt, Geschlecht und BET-Behandlung analysiert. Bei signifikanten Effekten mit p<0,05 wurde ein paar-
weiser Vergleich mittels Holm’s-Sidak-Test angeschlossen. * = signifikante Effekte fir die Faktoren Ge-
schlecht und BET-Behandlung; (+) = signifikante Effekte flr den Faktor Schwangerschaftsalter; ! = signifi-
kante Unterschiede fir Geschlecht im t-Test; 2 = signifikante Unterschiede fir Geschlecht im Mann-Whit-
ney-U-Test. NR3C1 Expressionnormiskal = (Qprobe/NFerobe) / Min(Qeprobe/NFprobe) (geNorm V 3.5 manual®®). Die
Balken geben den Mittelwert + 2-fachen Standardfehler (SE) an. Die Probenanzahl n ist am Fuf3 der Balken
angegeben.

Abbildung 14 nach Giitling et al.1?!

3.6 Einfluss der Ontogenese auf die Genexpression

Uber das Schwangerschaftsalter hinweg lieR sich in den Plazentaproben eine signifikante
Abnahme der totalen RNA-Konzentration pro mg Gewebe beobachten (RNA-Konzentra-
tion<a7+o ssw = 21,68+8,59ng/ul vs. RNA-Konzentration=s7+o ssw = 17,05+7,84, p=0,007;
Abb. 15). In einer nachfolgenden Untersuchung, ob sich dieser Effekt auch auf Expressi-
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onsebene der mRNA wiederspiegelt, wurde das geometrische Mittel aller ICG-Expressi-
onen gebildet und auf signifikante Unterschiede bezogen auf des Schwangerschaftsalter
bei Geburt analysiert. Hier zeigte sich lediglich ein Trend zu einer geringeren mRNA-
Expression unter den Reifgeborenen verglichen mit den Friihgeborenen (Q<37+o0 ssw =
0,33%0,15 vs. Q =37+0 ssw = 0,29+0,15, p=0,283). Ein signifikanter Effekt lie3 sich nicht
nachweisen. Ebenfalls ein nicht-signifikanter Trend zur Abnahme der RNA-Expression
im Schwangerschaftsverlauf konnte fur die ribosomale RNA18S und RNA 28S beobach-
tet werden (RNA18S: Q<s7+o ssw = 0,44+0,16 vs. Q =37+0 ssw = 0,40+0,19, p=0,205;
RNA28S: Q<s7+0 ssw = 0,48+0,18 vs. Q =37+0ssw = 0,42+0,22, p=0,123).

Vergleich der totalen RNA-Menge und der Rohdaten der qRT-PCR

50 4 -~ 1.0
[C—1 RNA

[ Geomittel ICG
rZzZ71 RNA 18S

40 4 RNA 28S L 08

30 + - 0,6

20 A - 04

ng RNA / ug Gewebe * 2SE
_{
Relative Genexpression * 2SE

n= | 52 44 | 52 44 % / k %\
0 : - 0,0

<37+0 >=37+0 ! <37+0 >=37+0 <37+0 >=37+0 <3740 >=37+0

Abbildung 15: Vergleich der totalen RNA-Konzentration, der mRNA- und rRNA-Expression zwi-
schen frih- und reifgeborenen Plazenten

Schwangerschaftsalter bei Geburt <37+0 SSW vs. 237+0 SSW; * = t-Test mit p<0,05.

Abbildung nach Gitling et al.12!

Anschlie3end wurde die Expression der sieben ICG, des Zielgens, sowie von RNA18S
und RNA28S auf eine Korrelation mit der totalen RNA-Konzentration getestet (Tab. 13).
Bis auf RNA18S liel3 sich fur alle Gene eine signifikante positive Korrelation nachweisen,
wenn auch nur schwach bis moderat (Bereich des Korrelationskoeffizienten r: 0,203 <r
< 0,520). B2M (r=0,203) und HPRT1 (r=0,204) waren mit einem Korrelationskoeffizient
r<0,3 nur schwach zur RNA-Konzentration korreliert. Die starkste Korrelation wiesen
RNA28S (r=0,520) und YWHAZ (r=0,489) auf. AuRerdem waren die Expressionswerte
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aller ICG positiv mit der Expression von NR3C1 korreliert. Hier zeigten sich die starksten
Korrelationen fur SDHA (r=0,775) und YWHAZ (r=0,740). Die schwachste Korrelation
wies HPRTL1 (r=0,329) auf. RNA18S (r=0,308) und RNA28S (r=0,605) waren ebenfalls
signifikant positiv mit der NR3C1-Expression korreliert (Tab. 13).

Tabelle 13: Pearson-Korrelationen zwischen der RNA-Konzentration und den RT-qPCR-Rohdaten
aller ICG und des Zielgens.

Gen RNA (ng/ug Gewebe) NR3C1
HMBS 0,401** 0,626**
PPIA 0,384* 0,633**
RPL19 0,370** 0,631**
SDHA 0,435** 0,775*
B2M 0,203* 0,577
YWHAZ 0,489* 0,740**
HPRT1 0,204* 0,329**
NR3C1 0,315* -

RNA18S 0,140 0,308**
RNA28S 0,520** 0,605**

Die stabilsten ICG sind fett markiert. Angegeben ist der Pearson-Korrelationskoeffizient r. ** = Korrelation
mit p<0,01; * = Korrelation mit p<0,05.
Tabelle nach Giitling et al.12!
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Die Verlasslichkeit von Messungen in Genexpressionsstudien ist abhangig von der Aus-
wahl der richtigen ICG fur die Normalisierung der Zielgenexpression. Einige Studien zur
ICG-Validierung in der humanen Plazenta konnten zeigen, dass sich in Abhéngigkeit von
der Fragestellung und den Versuchsbedingungen unterschiedliche ICG beziehungsweise
Kombinationen von ICG zur Normalisierung eignen.???8 So scheinen SDHA, TBP und
YWHAZ valide ICG flir Genexpressionsstudien unter Berlcksichtigung der Schwanger-
schaftskomplikationen Gestationsdiabetes und schwangerschaftsinduzierte Hypertonie
zu sein.?” Unter dem Aspekt der fetalen Wachstumsrestriktion erwiesen sich dagegen
GAPDH, RNA18S und YWHAZ als geeignete ICG.%®

Die einmalige BET-Gabe bei drohender Friihgeburt konnte nachweislich die neonatale
Mortalitat und Morbiditat senken und wird in Deutschland als Standardtherapie zur Lun-
genreifeinduktion eingesetzt.>* 72 73 Dennoch weisen Studien darauf hin, dass eine hohe
antenatale GC-Exposition im Sinne einer perinatalen Programmierung sowohl kurzfris-
tige, als auch langfristige Folgen fir das Neugeborene haben kann, die dessen Gesund-
heit bis ins Erwachsenenalter beeinflussen konnen.’> 8085 86 Als Schnittstelle zwischen
Mutter und Kind scheint die Plazenta dabei eine zentrale Rolle zu spielen.®® So konnten
bereits einige Auswirkungen einer antenatalen GC-Exposition auf das Genexpressions-
profil der humanen Plazenta nachgewiesen werden.43 62-64

Derzeit liegen keine Untersuchungen vor, die den Einfluss einer einmaligen antenatalen
BET-Gabe zur Lungenreifeinduktion auf die Expression von ICG in der humanen Pla-
zenta analysieren. In der vorliegenden Studie wurden daher sieben ICG auf ihre Eignung
zur Normalisierung von Zielgenen in der humanen Plazenta getestet und dabei die Fak-
toren BET-Behandlung, Schwangerschaftsalter bei Geburt, fetales Geschlecht und pla-

zentare Lokalisation der entnommenen Proben berticksichtigt.

4.1 Literaturrecherche und IPA-Analyse der Referenzgene

Die in dieser Studie Uberpriften ICG wurden anhand der folgenden drei Kriterien ausge-
wahlt: 1) Das ICG wurde bereits in der humanen Plazenta evaluiert und wies dabei ein
hohes Mal} an Expressionsstabilitdt auf. 2) Das ICG wurde im Rahmen von GC- oder
fetalen Wachstumsstudien verwendet. 3) Das ICG zeigte in der IPA-Analyse keine oder

wenige Ko-Regulationen zu anderen ICG.
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Uber die erste Literaturrecherche wurden elf Studien gefunden, in denen ICG in der hu-
manen Plazenta evaluiert wurden (Abb. 4).2232 Darunter befanden sich sieben geNorm-
Studien.??>?2 Das Ranking der insgesamt 22 identifizierten ICG entsprechend ihrer Stabi-
litat erwies sich jedoch aufgrund der unterschiedlichen Studiendesigns und der stark di-
vergierenden Ergebnisse zwischen den Studien als schwierig. Beispielsweise wurde in
zwei Studien wegen einer Zunahme der Expression von GAPDH im Verlauf der Schwan-
gerschaft von dessen Verwendung abgeraten.3! 32 In einer geNorm-Analyse von Drolet
et al. ergab sich dagegen, dass GAPDH in Kombination mit YWHAZ und HPRT zur Nor-
malisierung von Plazenten unterschiedlichen Schwangerschaftsalters geeignet sei.?* Des
Weiteren erwies sich ein Vergleich der Studien schwierig, da jeweils eine unterschiedli-
che Anzahl, sowie eine unterschiedliche Kombination von ICG getestet wurde. So wurden
zehn der 22 ICG bisher nur in einer einzigen Studie evaluiert, wohingegen das haufig
verwendete GAPDH in neun Studien zur ICG-Validierung untersucht wurde (Tab. 7).
Das Hinzuziehen des zweiten Kriteriums, die Verwendung des ICG im Rahmen der an-
tenatalen GC-Exposition, stellte einen weiteren Problempunkt in dem Ranking dar. Hier
ergaben sich grol3e Abweichungen zwischen den bisher als stabil bewerteten ICG und
den im Rahmen von GC-Studien haufig eingesetzten ICG. Diese Diskrepanzen zeigten
sich vor allem fur ACTB, GAPDH und RNA18S, die regelmaliig als Referenzgene in GC-
Studien verwendet wurden, sich jedoch in einigen Studien zur ICG-Stabilitat als ungeeig-
net erwiesen (Tab. 8).22 23, 26,28,31,32

In der vorliegenden Studie wurde folgendes Stratifizierungsverfahren angewandt: Je hau-
figer ein ICG in geNorm-Studien unter den ersten drei ICG befand beziehungsweise je
haufiger es in anderen Studien als stabil bewertet wurde, desto héher wurde es gelistet.
Schlechte Bewertungen in einer Studie fihrten zu einer geringeren Platzierung. ICG, die
sich auf einer gleichen Platzierung befanden wurden entsprechend ihrer Haufigkeit in der
Verwendung in GC-Studien sortiert (Tab. 8).

Anschliel3end wurden zwei IPA-Analysen durchgefiihrt, um potenzielle Ko-Regulationen
der ICG zu untersuchen. Die erste Analyse umfasste die ICG, die sich auf den ersten 15
Platzen des Rankings befanden. Die zweite Analyse umfasste nur diejenigen ICG, die in
GC-Studien in der humanen Plazenta verwendet wurden. Da Interaktionen der ICG un-
tereinander potenziell zu einer Verfalschung der geNom-Analyse fiihren kbnnen, wurden
ko-regulierte ICG, wie TOP1 oder TBP ausgeschlossen, auch wenn sie in friheren Stu-
dien als stabil bewertet wurden.?? 23 27 Somit erfolgte die endglltige Auswahl der ICG

dieser Studie anhand der IPA-Analyse unter Berucksichtigung der Ergebnisse aus der
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Literaturrecherche. Daraus ergaben sich folgende fur die Testung geeignete sieben ICG:
B2M, HMBS, HPRT1, PPIA, RPL19, SDHA und YWHAZ.

Durch dieses Vorgehen konnten bereits im Vorfeld die jeweiligen ICG ausgewéahlt wer-
den, die unter den gegebenen Studienbedingungen ein mdglichst hohes Potenzial zur
validen Normalisierung von Zielgenen haben. Dies hatte allerdings zur Folge, dass einige
bekannte und haufig verwendete ICG von vorneherein ausgeschlossen wurden, da sie
entweder in bisherigen Studien als instabil bewertet wurden, zum Beispiel RNA18S??% 26
und GAPDH,?% 3% 32 oder in der IPA Analyse Ko-Regulationen mit anderen ICG aufwie-
sen, zum Beispiel ACTB und GAPDH (Abb. 5 und 6).

Zusammenfassend: Durch die Literaturrecherche wurde eine Vorauswahl an ICG getrof-

fen, die bereits in friheren Studien als stabil bewertet oder haufig in GC-Studien verwen-
det wurden. Diese wurden in einer IPA-Analyse auf Ko-Regulationen tUberpruft. Es wur-
den die sieben ICG ausgewahlt, die die wenigsten Ko-Regulationen aufwiesen (B2M,
HMBS, HPRT1, PPIA, RPL19, SDHA und YWHAZ).

4.2 ,Klassische* Analyse der RT-qPCR-Ergebnisse

Der Einfluss der Faktoren BET-Behandlung, fetales Geschlecht, Schwangerschaftsalter
bei Geburt und plazentare Lokalisation der entnommenen Proben wurde in zwei verschie-
denen Ansatzen untersucht. In der ,klassischen“ Analyse wurden fir jedes einzelne ICG
die Rohdaten der RT-gPCR-Versuche auf signifikante Expressionsunterschiede zwi-
schen den Untergruppen getestet. Die zweite Analyse wurde mithilfe der Software-ba-
sierten Algorithmen geNorm, NormFinder und BestKeeper durchgeftihrt, in denen nicht
nur jedes ICG fur sich analysiert, sondern auch die Genexpressionen der ICG unterei-

nander verglichen werden.

4.2.1 Einfluss der plazentaren Lokalisation auf die ICG-Expression

Da einige Studien Hinweise darauf geben, dass sich zentrale und periphere Anteile der
Plazenta hinsichtlich ihres Genexpressionsprofils unterscheiden,3*3” wurde getestet, ob
die plazentare Lokalisation der Probenentnahme ebenso einen Einfluss auf die ICG-Ex-
pression haben kann.

In der ,klassischen® Analyse konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den
zentral und peripher entnommenen Proben festgestellt werden (Tab. 10). Wurden die

zentralen und peripheren Proben jedoch getrennt voneinander untersucht, zeigten sich
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innerhalb der zentralen Proben deutlich mehr regulierende Effekte, als in den peripheren
Proben. So wurden fir die zentralen Proben bei finf der sieben getesteten ICG signifi-
kante Unterschiede bezlglich des Schwangerschaftsalters, des fetalen Geschlechts und/
oder einer BET-Behandlung festgestellt (Abb. 8). Die Expressionswerte der peripheren
Proben blieben dagegen von diesen Faktoren unbeeinflusst (Abb. 9).

Warum nur innerhalb der zentralen Proben signifikante Regulationen beobachtet wurden,
ist unklar. Auch innerhalb der peripheren Proben zeichnet sich der Trend ab, dass die
Expression von B2M und RPL19 fur weibliche Neugeborene durch eine BET-Gabe indu-
ziert werden konnte. Dies kann sowohl fur die Neugeborenen <37+0 SSW und =37+0
SSW beobachtet werden. Moglicherweise sind Schwankungen innerhalb der einzelnen
Gruppen, sichtbar an den hohen SD, oder zu kleine Fallzahlen dafir verantwortlich, dass
diese Unterschiede nicht signifikant wurden. Um dies naher zu untersuchen sind weitere
Studien mit héheren Fallzahlen notig.

Eine andere mdgliche Erklarung kdnnten lokalisationsbedingte Unterschiede in der Pla-
zentamorphologie sein, wie die von Fox et al. beschriebenen Differenzen in der Vaskula-
risation zwischen zentralen und peripheren Abschnitten.33 Diese kénnten einen Einfluss
auf das Expressionsprofil bestimmter Gene nehmen. So beobachteten Wyatt et al. eine
starkere Expression von Hypoxie-regulierten Genen wie dem vaskularen endothelialen
Wachstumsfaktor (VEGF) in peripher entnommenen Proben und vermuteten, dass dies
auf eine geringere Blutversorgung in der Peripherie zurlickzufiihren sei.3* Tzschoppe et
al. beschrieben lokalisationsbedingte Expressionsunterschiede der Referenzgene B2M
und HPRT1 mit signifikant hdheren Werten in zentralen, verglichen mit peripheren Ab-
schnitten.®® Die vorliegende Studie ergab fir HPRT1 und HMBS ebenfalls tendenziell
hdhere ICG-Expressionen in den zentralen Plazentaproben. Fir alle anderen ICG, inklu-
sive B2M, zeigte sich dagegen ein Trend zu héheren Werte in den peripheren Proben.
Die unterschiedlichen Ergebnisse der einzelnen ICG in dieser Studie und in bereits vor-
handenen Studien deuten darauf hin, dass neben der plazentaren Lokalisation noch an-
dere Faktoren bei der Regulation von ICG eine Rolle spielen.

Zusammenfassend: Auch wenn in dieser Studie insgesamt kein statistisch signifikanter

Lokalisationseffekt nachgewiesen werden konnte, lassen auch unsere Ergebnisse ver-
muten, dass der Ort der Probenentnahme die Ergebnisse von RT-gPCR-Studien beein-
flussen kann. Diese Beobachtung passt zu bereits publizierten Studien, die lokalisations-

bedingte Unterschiede der Genexpression in der humanen Plazenta aufzeigen. Daher ist
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es ratsam, die Lokalisation der Probenentnahme generell bei RT-gPCR-Studien, sowie
bei Studien zur ICG-Validierung zu bertcksichtigen.

4.2.2 Einfluss des fetalen Geschlechts auf die ICG-Expression

Ein weiterer Faktor, der bekanntermalR3en einen Einfluss auf die Genexpression in der
humanen Plazenta hat, ist das fetale Geschlecht. Zwischen den Plazenten méannlicher
und weiblicher Feten existieren genetische Unterschiede,3® ° die einer Untersuchung
von Cleal et al. zufolge auch einige ICG betrifft.*® In Cleals Studie wurde das Expressi-
onsniveau von 17 ICG in den Plazenten ménnlicher Neugeborener mit denen weiblicher
Neugeborener verglichen und dabei unter anderem fur YWHAZ, UBC und TOPL1 signifi-
kant hohere Expressionswerte innerhalb der mannlichen Gruppe beobachtet. In der vor-
liegenden Studie konnte lediglich fir HPRT1 ein geschlechtsabhangiger Effekt fur die
zentral entnommenen Proben nachgewiesen werden. Im Gegensatz zu Cleals Feststel-
lungen zeigten sich hier signifikant héhere Werte in der Gruppe der weiblichen Neugebo-
renen. FUr alle anderen ICG liel3 sich kein genereller geschlechtsabhangiger Effekt be-
obachten. Sood et al. untersuchten die humane Plazenta auf Variationen im Genexpres-
sionsprofil und fanden einige Gene, deren Expression sich in Abhangigkeit vom fetalen
Geschlecht unterscheidet.®® Viele dieser geschlechtsregulierten Gene waren auf den Ge-
schlechtschromosomen lokalisiert. Das HPRT1-Gen ist als einziges von den hier getes-
teten sieben ICG auf dem X-Chromosom lokalisiert. Dies kdnnte eine mdgliche Erklarung
fur eine hohere HPRT1-Expression in der weiblichen Gruppe sein.

Des Weiteren waren geschlechtsspezifische Unterschiede der Expressionswerte fir
HPRT1 und RPL19 in zentral enthommenen Proben in der Gruppe der mit BET behan-
delten Frihgeborenen zu finden. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass neben dem
Geschlecht noch andere Faktoren, wie das Schwangerschaftsalter oder pranatale The-
rapien die ICG-Expression in der humanen Plazenta beeinflussen.

Zusammenfassend: Von den sieben getesteten ICG zeigte nur HPRT1 generelle ge-

schlechtsabhangige Expressionsunterschiede in den zentralen Plazentaproben. Zudem
fanden sich fur HPRT1 und RPL19 geschlechtsabhéangige Subgruppeneffekte unter den
mit BET behandelten Frihgeborenen.
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4.2.3 Einfluss des Schwangerschaftsalters bei Geburt auf die ICG-Expression

Die Plazenta unterliegt mit fortschreitender Schwangerschaft sowohl morphologischen,
als auch genetischen Veranderungen. 4%-42 So konnten in der humanen Plazenta bei einer
gro3en Anzahl von Genen signifikante Expressionsunterschiede zwischen dem ersten
und dem dritten Schwangerschaftstrimester festgestellt werden.4?> Darunter befanden
sich auch einige ICG, wie B2M, HMBS, PPIA, RPL19 und YWHAZ,*? sowie GAPDH.3%: 32
In Anbetracht dessen wurde in der vorliegenden Studie untersucht, ob sich die Expressi-
onen der ICG auch in den letzten Schwangerschaftswochen noch verandern. Es wurden
Plazenten von Schwangeren mit einer Geburt <37+0 SSW mit denen 237+0 SSW vergli-
chen. Dabei konnte in den zentral entnommenen Proben ein vom Schwangerschaftsalter
abhangiger Effekt fir die Referenzgene HPRT1 und PPIA beobachtet werden (Abb. 8).
Beide ICG zeigten signifikant niedrigere Expressionswerte bei Reifgeborenen verglichen
mit Frihgeborenen. Somit lasst sich eine Abnahme der Expression tber den Schwan-
gerschaftsverlauf annehmen. Bei PPIA war dieser Effekt in der méannlichen Kontroll-
gruppe besonders ausgepragt. Fir HMBS zeigte sich lediglich in der weiblichen Kontroll-

gruppe eine vom Schwangerschaftsalter abhangige Reduktion der Expression (Abb.8).

Verdinnungseffekt. HPRT1 und PPIA zeigten bereits in der fetalen Schafsleber in der
,klassischen“ Analyse eine Abnahme der mRNA-Expression Uber das Schwanger-
schaftsalter.® Da in dieser Studie eine solche Abnahme fir alle ICG verzeichnet wurde,
fuhrten Xu et al. diese Beobachtung auf einen generellen Verdiinnungseffekt der mRNA
zurlck. So zeigte sich vom 50. bis zum 140. Schwangerschaftstag eine Reduktion der
gesamten RNA-Menge. Dabei nahm der Anteil der ribosomalen RNA18S und RNA28S
in einem geringeren Ausmal} ab, als der Anteil der mRNA der ICG. Somit verschob sich
das Verhaltnis von rRNA zu mRNA am Ende der Schwangerschaft zugunsten der rRNA.
Da fur RT-gPCR-Versuche fur jede Probe die gleiche Menge an totaler RNA eingesetzt
wird, bleibt ein solcher Verdinnungseffekt in der ,klassischen“ Analyse unbericksichtigt.
Dadurch kann es zu Fehlinterpretationen kommen. Ein ahnlicher Verdiinnungseffekt der
MRNA stabil exprimierter ICG wurde auch in bovinem Brustdriisengewebe im Verlauf des
Laktationszyklus beobachtet.'?* Zudem stellten Parent et al. eine Verdiinnung von mRNA
in kultivierten humanen Hepatozyten wahrend der Zelldifferenzierung fest.12°

Auch in der vorliegenden Studie wurde eine Abnahme der gesamten RNA-Menge zum
Ende der Schwangerschaft nachgewiesen (Abb. 15). Zudem waren die Expressionen al-
ler ICG signifikant mit der gesamten RNA-Menge korreliert, wenn auch teilweise nur
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schwach (Pearson-Korrelationskoeffizient zwischen r=0,203 und r=0,520, Tab. 13). Die
starkste Korrelation wies RNA28S auf (r=0,520), die den grof3ten Anteil der gesamten
RNA bildet. Somit nahm nicht nur die gesamte RNA-Synthese zum Ende der Schwan-
gerschaft hin ab, sondern auch der prozentuale Anteil der mRNA der ICG, sowie der
prozentuale Anteil der rRNA. Dies deutet darauf hin, dass andere Gene am Ende der
Schwangerschaft starker hochreguliert werden und die mRNA der ICG dadurch verdinnt
wird. Unterschiede der mRNA-Expression eines bestimmten Gens kénnen somit nicht
nur durch eine veréanderte Transkription des jeweiligen Gens, sondern auch durch ein
verandertes Verhaltnis seiner mMRNA zur gesamten RNA verursacht werden.6: 124,125

Zusammenfassend: In der ,klassischen® Analyse zeigten HPRT1 und PPIA, sowie HMBS

fur die weiblichen Neugeborenen, eine Abnahme der mRNA-Expression Uber das
Schwangerschaftsalter. Gleichzeitig weisen die Ergebnisse der vorliegenden Studie da-
rauf hin, dass die mRNA aller hier getesteten ICG mit fortschreitender Schwangerschatft
verdunnt wird. Ein solcher Verdunnungseffekt wird in der ,klassischen® Analyse nicht be-
ricksichtigt. Somit kann in der ,klassischen“ Analyse nicht eindeutig geklart werden, ob
die beobachteten signifikanten Unterschiede auf eine Herabregulation oder eine Verdin-

nung der ICG-mRNA zurtckzufiihren sind.

4.2.4 Einfluss der einmaligen Lungenreifeinduktion mit BET auf die ICG-Expression
Es ist bekannt, dass eine antenatale GC-Behandlung die Expression einiger Gene beein-
flussen kann.*3. 56-58, 60-64 Gerade in tierexperimentellen Studien konnte in der Plazenta
durch eine GC-Gabe eine veranderte Regulation von Hormonen, Rezeptoren und Prote-
inen, die fur fetales Wachstum und den Stoffwechsel verantwortlich sind, gezeigt wer-
den.56-58.60.61 |n Studien an der humanen Plazenta wurden &hnliche Ergebnisse beobach-
tet.#3 62:64 Bisher wurde noch kein moglicher Einfluss einer antenatalen GC-Behandlung
auf Referenzgene in der humanen Plazenta getestet. Xu et al. wiesen jedoch eine signi-
fikante Regulation des ICG TUBB durch eine antenatale Behandlung mit DEX in der fe-
talen Schafsleber nach.®

In der vorliegenden Studie konnten innerhalb der zentral entnommenen Plazentaproben
behandlungsabhéngige Effekte fir die Referenzgene B2M, HMBS, HPRT1, PPIA und
RPL19 festgestellt werden (Abb. 8). So flihrte eine einmalige antenatale BET-Gabe in der
Gruppe der weiblichen Reifgeborenen zu einer signifikanten Hochregulation von B2M,
HMBS, HPRT1 und PPIA. Fur RPL19 lieRen sich in dieser Gruppe ebenfalls tendenziell
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ein Anstieg der Expression beobachten, sowie ein signifikanter BET-bedingter Anstieg
innerhalb der weiblichen Friilhgeborenen. Lediglich SDHA und YWHAZ wiesen keine sig-
nifikanten Regulationen auf, wobei sich bei beiden ICG in der Gruppe der weiblichen
Reifgeborenen der Trend zu einer Hochregulation der Genexpression durch die BET-
Gabe zeigte.

Insgesamt scheinen weibliche Feten starker auf eine antenatale GC-Exposition zu rea-
gieren, wobei die Effekte erst einige Wochen nach der BET-Behandlung sichtbar werden.
Da es sich um eine Studie am Menschen handelt, konnte der zeitliche Abstand zwischen
Durchfihrung der Lungenreifeinduktion und Geburt nicht standardisiert werden. Zudem
war der Probenumfang zu gering, um die Probandinnen nach diesem Kriterium auszu-
wahlen. Daher kdnnen hier keine Aussagen getroffen werden, in welchem Schwanger-
schaftsalter die Plazenten besonders vulnerabel auf eine GC-Gabe reagieren, nach wel-
cher Dauer Expressionsveranderungen auftreten und wie lange sie anhalten. Jedoch
wurde in einer humanen Studie zur Nachweisbarkeit von BET im maternalen Plasma ein
Peak innerhalb von 1h nach intramuskuléarer Injektion von 12mg BET und eine Halbierung
der Plasmakonzentration nach 6h festgestellt.1?6 Im fetalen Plasma war BET bereits 1h
nach maternaler Applikation nachweisbar. Die Hochstwerte wurden 2h nach BET-Gabe
gemessen. In einer vergleichbaren tierexperimentellen Studie sanken die BET-Konzent-
rationen im maternalen Plasma innerhalb von 12h und im fetalen Plasma innerhalb von
8h unter die Nachweisgrenze.?’

Trotz der offenbar ziigigen Elimination von BET aus dem maternalen und fetalen Orga-
nismus, waren in der vorliegenden Studie die deutlichsten behandlungsabhangigen Ef-
fekte nach 37+0 SSW sichtbar, also erst mehrere Wochen nach der BET-Gabe. In der
Gruppe der Friihgeborenen zeigten sich dagegen kaum signifikante Effekte.

Einige Studien geben bereits Hinweise darauf, dass der Zeitpunkt der GC-Behandlung,
sowie der Zeitpunkt der Geburt eine Rolle bei der Regulation von Genen spielen. Die in
der Schafsleber beobachtete behandlungsbedingte Abnahme der TUBB-Expression be-
traf nur weibliche Feten mit einer Schwangerschaftsdauer von 125-127 Tagen, wobei die
Gesamtschwangerschaftsdauer von Schafen 150 Tage betragt. Die DEX-Gabe wurde
aber bereits an Tag 40-41 durchgefiihrt. So zeigen sich auch hier erst mehrere Wochen
nach der GC-Exposition Auswirkungen auf die Genexpression.'6 Stark et al. untersuchten
den zeitlichen Zusammenhang zwischen der Durchfiihrung der Lungenreifeinduktion und
der Geburt auf die 11BHSD2-Aktivitat in der humanen Plazenta bei Friilhgeborenen.®4 Es

ergaben sich nur fir Plazenten weiblicher Friihgeborener signifikante Unterschiede. Hier
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wurden hohere Aktivitatswerte gemessen, wenn die Geburt weniger als 72h nach der
BET-Gabe stattfand, verglichen mit der Gruppe, die nach mehr als 72h nach BET-Gabe
geboren wurden. Auch in der vorliegenden Studie reagierten die weiblichen Feten starker
auf eine antenatale Exposition synthetischer GC, als die méannlichen Feten. Dabei schei-
nen der Zeitpunkt der GC-Gabe, sowie der Zeitpunkt der Geburt relevant fur das Ausmalf3
der Regulation zu sein. Insgesamt zeigen sich jedoch je nach Gen starke individuelle
Unterschiede.

Eine Erklarung fur die Hochregulation der hier beschriebenen ICG nach Lungenreifein-
duktion in Plazenten weiblicher Feten ist bisher nicht bekannt. Allerdings berichteten ei-
nige Autoren von unterschiedlichen geschlechtsspezifischen Reaktionen der Plazenta
auf Umwelteinflisse wie Unterernahrung oder Stress wahrend der Schwangerschaft, und
folgerten daraus, dass mannliche und weibliche Feten verschiedene Adaptionsmecha-
nismen besitzen.?8 122 So auRerten Clifton et al. die These, dass weibliche Feten mit
einer hoheren GC-Sensibilitat auf maternalen Stress reagierten, indem sie weniger in
Wachstum und dafiir mehr in Uberleben investierten. Dies diene moglicherweise der Si-
cherung der Reproduktionsfahigkeit mit Spezieserhalt. Mannliche Feten wirden dagegen
mit einer partiellen Resistenz gegeniuber GC reagieren und mehr in fetales Wachstum
investieren, was ihnen evolutionar betrachtet nach der Geburt groRere Uberlebensvor-
teile biete.1?8 Tatsachlich wiesen Braun et al. nicht nur eine generelle Reduktion des Ge-
burtsgewicht durch eine antenatale BET-Gabe nach, sondern auch, dass dieser Effekt
bei weiblichen Neugeborenen starker ausgepragt war.8° Murphy et al. stellten fest, dass
nicht-behandeltes maternales Asthma zu leicht erhdhten Kortisolwerten im Nabel-
schnurblut fihrte. Diese wiederum bewirkten nur bei weiblichen Feten eine Abnahme des
Geburtsgewichts um 12%.13° Folgt man nun der Annahme, dass maternaler Stress, auch
in Form von synthetischen GC, bei weiblichen Feten zu einer Reduktion des Wachstums
und zu einer Verstarkung der fiir das Uberleben notwendigen Prozesse fiihrt, misste
man eine Herunterregulation von wachstumssteuernden Genen und eine Hochregulation
von Genen, die fir das zellulare Uberleben essenziell sind, erwarten. Die meisten der
bekannten (und alle der hier untersuchten) ICG haben fiir das Uberleben der Zelle abso-
lut notwendige Funktionen.® Dieser Zusammenhang konnte erklaren, warum eine BET-
bedingte Regulation von ICG nur in Plazenten weiblicher Feten stattfindet.

Zusammenfassend: Bei vier der sieben getesteten ICG fand sich eine signifikante be-

handlungsabhangige Hochregulation der mRNA-Expression in der Gruppe der weibli-
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chen Reifgeborenen. Bei den anderen drei ICG liel3 sich ebenfalls ein Trend dazu be-
obachten. Somit scheinen die Plazenten weiblicher Feten sensibler auf eine antenatale

GC-Gabe zu reagieren.

Insgesamt zeigte sich in der ,klassischen® Analyse nur fir SDHA und YWHAZ eine von
der plazentaren Lokalisation, dem Schwangerschaftsalter bei Geburt, dem fetalen Ge-
schlecht und der BET-Behandlung unabhangige Expression. Alle anderen hier getesteten
ICG waren entsprechend dieser Auswertung nicht zur Normalisierung von Zielgenen ge-

eignet.

4.3 Vergleich der Software-basierten Algorithmen zur ICG-Validierung

Es gilt hierbei aber zu beachten, dass die ,klassische” Methode nur die Gruppenmittel-
werte vergleicht, jedoch nicht die Variationen der Proben innerhalb der gleichen Gruppe
berucksichtigt. Einige Autoren postulierten bereits, dass die ,klassische® Analyse zur Eva-
luation von ICG unzulanglich sei.'® 24 Hohe Schwankungen in der Expression fiihren zu
einer hohen SD und diese wiederum zu weniger verlasslichen Aussagen uber Unter-
schiede zwischen den Gruppen. So werden ICG moglicherweise falschlich als stabil ein-
gestuft, da sich aufgrund der hohen SD weniger signifikante Unterschiede offenbaren.
Des Weiteren wird fur die RT-gPCR stets eine einheitliche Menge von totaler RNA ein-
gesetzt, wodurch nur die relative Expression eines Gens gemessen wird. Verandert sich
jedoch die totale RNA-Menge, beispielsweise durch eine stark gesteigerte mRNA-Ex-
pression anderer Gene, kann sich das Verhaltnis der ICG-mRNA zur totalen mRNA ver-
schieben, ohne dass sich die eigentliche ICG-Expression verandert. Dieser Verdin-
nungseffekt wird in der ,klassischen® Analyse nicht berlcksichtigt, kann aber gerade in
der Wachstums- und Differenzierungsphase von Gewebe ins Gewicht fallen.6 124, 125

Um diese Nachteile auszugleichen wurden Algorithmen zur ICG-Validierung entwickelt.%
12,16 Da jeder bisher entwickelte Algorithmus seine eigenen Starken und Schwachen mit
sich bringt, schlagen De Spiegelaere et al. vor, mehrere Algorithmen in die Evaluation
von ICG miteinzubeziehen.® In der vorliegenden Studie wurden die Software-basierten
Algorithmen geNorm, NormFinder und BestKeeper verwendet. geNorm berechnet tber
paarweise Vergleiche sowohl das Verhaltnis der ICG-Expressionen zwischen den Pro-
ben, als auch das Verhaltnis der ICG untereinander.'® NormFinder ermittelt die Expres-

sionsstabilitat jedes einzelnen ICG durch Schwankungen innerhalb und zwischen den zu
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untersuchenden Gruppen.'4 BestKeeper analysiert zunachst die Expressionsstabilitat je-
des ICG fur sich und vergleicht im nachsten Schritt Uber Korrelationsanalysen die Ex-
pression eines ICG mit dem BestKeeper-Index, gebildet durch das geometrische Mittel
der hochstkorrelierten ICG.1°

Im Folgenden werden die Ergebnisse der geNorm-Analyse mit denen der NormFinder-
und BestKeeper-Analysen verglichen.

4.3.1 Vergleich von geNorm mit BestKeeper und NormFinder

In bisherigen geNorm-Studien in der humanen Plazenta stellten sich besonders YWHAZ,
TOP1, SDHA und HPRT1 als valide ICG heraus. 22?8 Je nach Studie wurden unterschied-
liche Aspekte, wie Geburtsmodus, fetale Wachstumsrestriktion, Préaeklampsie oder Ges-
tationsdiabetes analysiert. Da TOPL1 in der IPA-Analyse mehrere direkte Ko-Regulationen
zu anderen ICG aufzeigte (Abb. 5 und 6) und da Ko-Regulationen die geNorm-Analyse
verfalschen kdénnen, wurde dieses ICG vorneherein aus der vorliegenden Studie ausge-
schlossen.

Erstaunlicherweise befanden sich die sonst als sehr stabil bewerteten ICG YWHAZ und
HPRT1 in dieser Studie unter den drei am wenigsten geeigneten ICG, und zwar unab-
hangig davon, ob die Analyse mit dem gesamten Probenkollektiv durchgefiihrt wurde o-
der die zentralen und peripheren Proben jeweils getrennt analysiert wurden (Abb. 10).
Dagegen wurden PPIA, RPL19 und HMBS als sehr stabil eingestuft. Mdglicherweise sind
Unterschiede im Studiendesign fir diese abweichenden Ergebnisse verantwortlich. So
ist die hier vorgestellte Studie die erste, die einen regulierenden Einfluss einer GC-Gabe
auf ICG-Expressionen untersucht.

Die Ergebnisse der geNorm-Analyse wurden unter Anwendung der BestKeeper- und
NormFinder-Software bestétigt (Abb. 11 und 12). Nach der BestKeeper-Analyse ist
YWHAZ das ICG mit der hochsten SD. Es weist also innerhalb des Probenkollektivs hohe
Schwankungen in der Expression auf. Unterliegen die anderen ICG nicht denselben
Schwankungen, ergeben sich daraus hohe SD der paarweisen Vergleiche von YWHAZ
mit allen anderen ICG und damit ein hoher M-Wert in der geNorm-Analyse. Die SD von
HPRTL1 liegt in der BestKeeper-Analyse im Mittelfeld. Allerdings ist es das ICG mit dem
niedrigsten Pearson-Korrelationskoeffizient verglichen zum BestKeeper-Index, der sich
aus dem geometrischen Mittel aller ICG berechnet. Somit weicht das Expressionsprofil

von HPRT1 am starksten von dem aller anderen ICG ab. Diese Abweichung kann in der
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geNorm-Analyse zu einer hohen SD in den paarweisen Vergleichen aller ICG-Kombina-
tionen mit HPRT1 und zu einem hohen M-Wert fihren.

Mit B2M verhalt es sich ahnlich. In der BestKeeper-Analyse weist es von allen ICG die
niedrigste SD auf, was auf geringe Expressionsschwankungen innerhalb des Probenkol-
lektivs hinweist. Allerdings ist auch hier der Korrelationskoeffizient zum BestKeeper-Index
relativ gering.

Die beiden von geNorm als sehr stabil bewerteten ICG PPIA und HMBS liegen auch in
der BestKeeper-, sowie in der NormFinder-Analyse auf den besten drei (beziehungs-
weise vier) Platzen. Sie zeigen einerseits eine gleichmafige Expression tber das Pro-
benkollektiv auf (geringe SD und NormFinder-Stabilitatskonstante) und haben anderer-
seits die groRRte Ubereinstimmung mit dem Expressionsprofil der anderen ICG (hoher
Korrelationskoeffizient mit BestKeeper-Index). Damit erfiillen sie die beiden Eigenschaf-
ten, die Vandesompele et al. fiir geeignete ICG voraussetzen.?

SDHA platziert sich in allen Algorithmen im Mittelfeld. Fir RPL19 lassen sich die unter-
schiedlichen Ergebnisse nur schwer zusammenfiigen. In der geNorm-Analyse gehort es
unabhangig von der Lokalisation der Proben zu den beiden stabilsten ICG. AuRerdem
korreliert es am starksten mit dem BestKeeper-Index. Da diese Algorithmen die Expres-
sionen der verschiedenen ICG untereinander vergleichen, zeigt dieses Ergebnis an, dass
sich das Expressionsprofil von RPL19 sehr @hnlich zu dem der anderen ICG verhélt. Al-
lerdings scheint RPL19 starkeren Schwankungen zu unterliegen, als die meisten anderen
ICG, sichtbar an der hohen SD in der BestKeeper-Analyse. Besonders auffallend sind
jedoch die unterschiedlichen Ergebnisse fur RPL19 der NormFinder-Berechnungen beim
Vergleich der zentralen mit den peripheren Proben. Innerhalb der zentralen Proben weist
RPL19 den hochsten Stabilitatswert auf und gilt damit als das Gen mit den gréf3ten Ex-
pressionsschwankungen. Dieses Ergebnis stimmt mit der hohen SD der BestKeeper-
Analyse der zentralen Proben tberein. Bei alleiniger NormFinder-Analyse der peripheren
Proben ist RPL19 allerdings mit Abstand das stabilste ICG, obwohl es laut BestKeeper-
Analyse eine hohe SD besitzt.

Zusammenfassend: In der geNorm-Analyse waren PPIA, RPL19 und HMBS unter den

stabilsten drei ICG, wohingegen B2M, HPRT1 und YWHAZ fir eine Normalisierung we-
niger geeignet erschienen. Dieses Ergebnis konnte bis auf wenige Ausnahmen durch die

NormFinder- und BestKeeper-Analysen reproduziert werden.
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4.3.2 Software-tubergreifendes Ranking

Da jeder der Algorithmen seine eigenen Starken und Schwachen mit sich bringt (siehe
auch 1.1.3), kdnnen sie nur in der Gesamtschau betrachtet zu einer umfangreicheren
Einschéatzung der getesteten ICG beitragen. Insgesamt fuhrt die Anwendung aller drei
Programme zu ahnlichen Ergebnissen (Tab. 12). Gerade geNorm und die Korrelations-
analyse des jeweiligen ICG mit dem BestKeeper-Index zeigen groRe Ubereinstimmun-
gen. Dies ist wohl darauf zuriickzuftihren, dass beide Analysen das Expressionsprofil
mehrerer ICG miteinander vergleichen. Fir beide Algorithmen gilt: Je mehr die Expres-
sion eines ICG der Expression der anderen gleicht, desto hoher wird die Stabilitat des
ICG eingestuft. Aber auch die NormFinder-Analyse, die nur die Expressionsstabilitat je-
des ICG fur sich analysiert, erzielt (mit Ausnahme von RPL19 in den zentralen Proben)
ahnliche Ergebnisse. Lediglich die Bewertung tber die SD in der BestKeeper-Analyse
zeigt ein anderes Bild. Laut De Spiegelaere et al. ist sie zwar ein schwacheres Mal3 fur
die Bewertung der Expressionsstabilitét als der Pearson-Korrelationskoeffizient der Best-
Keeper-Analyse.® Dennoch liefert sie zusatzliche Informationen zur ICG-Evaluation und
sollte daher in die Interpretation miteinbezogen werden.

In der vorliegenden Studie wurde aus den Ergebnissen der geNorm-, NormFinder- und
BestKeeper-Analysen ein Software-lbergreifendes Ranking erstellt (Tab. 12). Auch wenn
aufgrund der Unterschiede der drei hier verwendeten Algorithmen ein direkter Vergleich
unmaglich ist, erschien es am plausibelsten, fiir jedes ICG die Mittelwerte der Platzierun-
gen zu ermitteln und die ICG aufsteigend zu sortieren. Der Vorteil daran ist, dass alle drei
Algorithmen in einem Ranking zusammengefasst werden konnten. Trotzdem sollte auch
jede Software entsprechend ihrer Starken und Schwachen fir sich betrachtet werden.
Die Reihenfolge der ICG, die sich aus dem Software-ubergreifenden Ranking ergibt ent-
spricht bis auf kleinere Abweichungen den Ergebnissen der geNorm-Analyse. Daher ge-
hen wir davon aus, dass die geNorm-Analyse ein geeignetes Verfahren zur ICG-Validie-
rung ist.

Zusammenfassend: Um die Ergebnisse aller Software-basierten Analysen zu berticksich-

tigen wurde ein Ubergreifendes Ranking erstellt, dessen Ergebnisse weitestgehend mit

denen der geNorm-Analyse tbereinstimmen.
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4.3.3 Vergleich zentraler und peripherer Proben.

In der NormFinder-Analyse finden sich innerhalb der zentralen Proben deutlich geringere
und damit bessere Stabilitatswerte als innerhalb der peripheren Proben. Da sich die Sta-
bilitatswerte sowohl aus den Variationen innerhalb der Gruppen, als auch aus den Vari-
ationen zwischen den Gruppen berechnen, spricht dies flr insgesamt stabilere Expressi-
onswerte der ICG in der Gruppe der zentralen Proben. Dies spiegelt sich auch in der
geringeren SD der BestKeeper-Analyse der zentralen Proben wieder, verglichen mit den
SD der peripheren Proben. Mdglicherweise sind solche regionalen Unterschiede in der
Expressionsstabilitat auf morphologische Ursachen, wie eine schwéchere Vaskularisie-
rung der Plazentaperipherie (siehe 1.1.4.1 und 4.2.1), zurtickzuftihren.33 Hohere Schwan-
kungen innerhalb der einzelnen Gruppen kdnnten auch erklaren, warum nach der ,klas-
sischen® Analyse der peripher enthommenen Proben weniger signifikante Gruppenef-
fekte sichtbar werden.

Mit der bereits erwahnten Ausnahme von RPL19 in der NormFinder-Analyse nimmt die
plazentare Lokalisation der Proben keinen wesentlichen Einfluss auf das Ranking der
ICG in allen drei Algorithmen.

Zusammenfassend: Auch wenn die Expressionswerte in den peripheren Proben insge-

samt hoheren Schwankungen unterliegen, unterscheiden sich die Ergebnisse der Soft-
ware-basierten Analysen nicht wesentlich in Abhangigkeit von der plazentaren Lokalisa-

tion.

4.3.4 Anzahl der ICG zur Normalisierung

Als einziger der drei Algorithmen erlaubt geNorm eine Aussage dariber, wie viele ICG
zur Normalisierung notwendig sind. Vandesompele et al. schlagen vor, dass ab einer
paarweisen Variation von V<0,15 kein weiteres ICG zur Normalisierung hinzugefigt wer-
den musse.!° Allerdings sollte bedacht werden, dass dieser Grenzwert willklrlich gewahlt
wurde. Nach dieser Regel erschien in der vorliegenden Studie die Verwendung von drei
oder vier ICG sinnvoll, je nachdem ob nur die zentralen, nur die peripheren oder alle
Plazentaproben in die geNorm-Analyse eingeschlossen wurden. Insgesamt lag jedoch
die paarweise Variation V34, die Uber das Hinzufligen eines vierten ICG entscheidet in
allen drei Analysen nahe an der Grenze von 0,15 (gesamt. V314=0,146, zentral:
V34=0,137, peripher: V314=0,156).

74



4. Diskussion

Entsprechend der Ergebnisse der geNorm-Analyse und des Software-ubergreifenden
Rankings sind die drei stabilsten ICG PPIA, RPL19 und HMBS (in variierender Reihen-
folge). SDHA befindet sich jeweils auf dem vierten Platz. Werden die Ergebnisse der
,klassischen“ Analyse in die Uberlegungen einbezogen, wird sichtbar, dass die Expres-
sionen von PPIA, RPL19 und HMBS innerhalb der zentralen Proben signifikante Grup-
penunterschiede aufweisen. Fir SDHA wurden dagegen keine signifikanten Effekte
durch das fetale Geschlecht, das Gestationsalter oder die BET-Behandlung gefunden.
Daher erscheint es durchaus gerechtfertigt, SDHA als viertes ICG in die Normalisierung
mit aufzunehmen.

Zusammenfassend: Unter den vorliegenden Versuchsbedingungen ist die Kombination
aus vier ICG (HMBS, PPIA, RPL19, SDHA) fir die Normalisierung von RT-qPCR-Daten

geeignet.

4.3.5 Vergleich der geNorm-Ergebnisse mit der IPA-Analyse

Da die geNorm-Analyse verfalscht werden kann, wenn die getesteten ICG untereinander
ko-reguliert werden, wurde vor Beginn der Studie (Dezember 2013) eine IPA-Analyse
durchgefuhrt und nur die ICG eingeschlossen, die keine oder nur sehr wenige Interaktio-
nen aufwiesen (siehe 3.3.2, Abb. 5 und 6). Um die geNorm-Ergebnisse auch im Nach-
hinein zu validieren wurde die IPA-Analyse nach Abschluss der geNorm-Analyse mit den
sieben getesteten ICG wiederholt (Mai 2015, Abb. 7). Inzwischen zeigten sich deutlich
mehr direkte Ko-Regulationen, darunter auch zwischen RPL19 und PPIA, welche von
geNorm am besten bewertet wurden. Zwischen PPIA, HMBS und SDHA, sowie zwischen
RPL19, HMBS und SDHA zeigten sich keine Ko-Regulationen. HMBS und SDHA gehor-
ten laut geNorm ebenfalls zu den stabilsten vier ICG (Abb. 10).

Die Studie, die eine Ko-Regulation zwischen RPL19 und PPIA aufzeigte, wurde von Guo
et al. durchgefiihrt und untersuchte den Einfluss des Proto-Onkogens MYC auf die Gen-
expression in kultivierten Rattenfibroblasten.'! Dazu wurden vergleichende cDNA-
Microarrays mit Zellen mit normaler MYC-Expression, mit Zellen ohne MYC-Expression
und mit Zellen, in denen kiinstlich eine MYC-Uberexpression erzeugt wurde, durchge-
fuhrt. Es fanden sich insgesamt 198 Gene, darunter auch RPL19 und PPIA, deren Ex-
pression von MYC reguliert wurde. Inwiefern diese Ergebnisse auf die humane Plazenta
Ubertragen werden kénnen, ist unklar. Bisher ist noch kein Einfluss der MYC-Expression

auf RPL19 und PPIA in der humanen Plazenta bekannt. Um dennoch eine Verfalschung

75



4. Diskussion

des geNorm-Ergebnisses durch eine potenzielle Ko-Regulation dieser beiden Gene aus-
zuschlief3en, wurde die geNorm-Analyse zweimal wiederholt und dabei RPL19 oder PPIA
nacheinander ausgeschlossen (Tab. 11). In keinem Fall fiihrte das Weglassen eines der
beiden ICG zu einer Veranderung im Ranking der tbrigen ICG. Somit wurden die ausge-
wahlten ICG belassen und die geNorm-Analyse mit allen sieben ICG durchgefinhrt.
Dieses Beispiel zeigt allerdings, wie wichtig es ist, frihere Ergebnisse immer wieder neu
zu hinterfragen und in den Kontext aktueller Forschungen einzuordnen.

Zusammenfassend: In der Wiederholung der IPA-Analyse zeigte sich eine Ko-Regulation

zwischen RPL19 und PPIA. Diese nahm jedoch keinen Einfluss auf die Ergebnisse der
geNorm-Analyse.

4.3.6 Empfehlung fur die Normalisierung von Zielgenen

Die vorliegende Studie kommt zu dem Ergebnis, dass fir die Untersuchung des Einflus-
ses einer antenatalen GC-Exposition im Rahmen einer Lungenreifeinduktion auf die Ziel-
genexpression in der humanen Plazenta eine Normalisierung von RT-gPCR-Daten mit
der Kombination aus den ICG PPIA, RPL19, HMBS und SDHA vorgenommen werden
sollte. Diese Empfehlung gilt unabh&ngig von der Lokalisation der Proben, dem Schwan-

gerschaftsalter bei Geburt und dem fetalen Geschlecht.

4.4 Auswirkungen verschiedener Normalisierungsverfahren auf die Zielgenex-
pression

In den vergangenen Jahren hat sich gezeigt, dass die Expression der friher als stabil
angenommenen ICG, in Abhangigkeit von dem jeweiligen Studiendesign, Schwankungen
unterliegen kann.”- 8 10.16 Sg st es naheliegend, dass instabil exprimierte ICG die Ergeb-
nisse von RT-qPCR-Studien verfalschen kénnen, wenn sie zur Normalisierung von Ziel-
genen eingesetzt werden.* 0 Xu et al. normalisierten die RT-qPCR-Rohdaten des GC-
Rezeptors a (NR3C1) in der fetalen Schafsleber mit verschiedenen ICG beziehungsweise
ICG-Kombinationen und verglichen die normalisierten Expressionswerte miteinander.*®
Je nach Normalisierungsverfahren zeigten sich unterschiedliche Ergebnisse. Daher ist
es unbedingt notwendig, im Vorfeld die Stabilitdt der ICG unter den vorliegenden Ver-
suchsbedingungen zu evaluieren.

Auch in der hier vorliegenden Studie konnte anhand des Zielgens NR3C1 bestétigt wer-

den, dass der Einsatz verschiedener ICG zur Normalisierung von Zielgenen in RT-gPCR-
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Studien zu unterschiedlichen Ergebnissen in der Auswertung fuhrt (Abb. 13 und 14). So-
wohl in den zentralen, als auch in den peripheren Plazentaproben ergaben sich je nach
verwendeten ICG unterschiedliche Expressionsmuster des NR3C1-Gens. Die Untersu-
chungen deuten darauf hin, dass der Gebrauch ungeeigneter ICG RT-gPCR-Ergebnisse
verfalschen kann.

Die Analyse der Algorithmen ergab, dass eine Kombination der vier stabilsten ICG aus
der geNorm-Analyse (HMBS, PPIA, RPL19 und SDHA) am besten fur die Normalisierung
geeignet sei. Innerhalb der peripheren Proben flhrte eine Normalisierung mit dieser Kom-
bination zu signifikanten geschlechtsabhangigen Unterschieden mit einer hdheren
NR3C1-Expression fur die weiblichen Neugeborenen (Abb. 14). Laut ,klassischer” Ana-
lyse waren fur die peripheren Proben alle getesteten ICG zur Normalisierung geeignet,
da sie durch die untersuchten Faktoren nicht signifikant reguliert wurden. Eine Normali-
sierung mit SDHA alleine zeigte zwar auch signifikante geschlechtsabhéngige Unter-
schiede auf, allerdings fuhrte eine Normalisierung mit HPRT1 oder RPL19 zu keinen sig-
nifikanten Effekten auf die NR3C1-Expression. Obwohl also SDHA, HPRT1 und RPL19
nach der ,klassischen® Analyse gleichermalien zur Normalisierung geeignet waren, erga-
ben sich durch ihre Verwendung unterschiedliche Ergebnisse. Dies unterstreicht die Un-
zulanglichkeit der ,klassischen Analyse bei der Auswahl von ICG.

Innerhalb der zentralen Proben offenbarten sich keine signifikanten Gruppenunter-
schiede, wenn NR3C1 mit den stabilsten vier ICG aus der geNorm-Analyse normalisiert
wurde (Abb. 13). Eine Normalisierung allein mit SDHA, das laut ,klassischer® Analyse flr
zentrale Plazentaproben am geeignetsten erschien, fuhrte dagegen zu einem signifikan-
ten geschlechtsabhangigen Effekt. Auch hier widersprechen die Ergebnisse der geNorm-
Analyse also denen der ,klassischen® Analyse. Nach dieser waren lediglich SDHA oder
YWHAZ als ICG geeignet, da sich fur die anderen ICG signifikante Gruppenunterschiede
in der Expression zeigten.

Es stellt sich nun die Frage, wie es mdglich ist, dass ICG, die sich in der ,klassischen®
Analyse als reguliert erweisen, sich trotzdem flr die Normalisierung von Zielgenen eig-
nen. Wie bereits unter 4.2.3 und 4.3 als ,Verdinnungseffekt beschrieben, kann die ,klas-
sische® Analyse zu Fehlinterpretationen fuhren, da sie nicht das Verhaltnis von mRNA
zur gesamten RNA-Menge berlcksichtigt. Mehrere Studien haben gezeigt, dass es Ver-
schiebungen im Verhaltnis der einzelnen RNA-Anteile geben kann.18: 124125 Aych in der

vorliegenden Studie hat sich das Verhaltnis der ICG-mRNA zur gesamten RNA in den
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letzten Schwangerschaftswochen verschoben. Die paarweisen Vergleiche der ICG-Ex-
pression in der geNorm-Methode erméglichen eine Berlcksichtigung der Verhaltnisse
der ICG-Expressionen zueinander. Bleibt das Verhaltnis der ICG zueinander konstant,
sind signifikante Unterschiede in der ,klassischen“ Analyse eher auf einen Verdinnungs-
effekt zuriickzufihren. Tatsachlich regulierte ICG fallen dagegen in der geNorm-Analyse
durch hohe M-Werte auf, da ihr Verhaltnis zu den anderen ICG Schwankungen unter-
liegt.1® Somit ist geNorm als verlasslichere Methode zu bewerten. Die Ergebnisse der
geNorm-Analyse wurden in der vorliegenden Arbeit unter Hinzuziehen der beiden Algo-
rithmen NormFinder und BestKeeper verifiziert.

Zusammenfassend: Anhand von unterschiedlichen Ergebnisse der Zielgenexpression

nach Normalisierung mit verschiedenen ICG konnte gezeigt werden, dass die ,klassi-
sche” Analyse alleine zur Auswahl stabiler ICG ungeeignet ist. Mithilfe der Software-ba-
sierten Algorithmen geNorm, NormFinder und BestKeeper liel3 sich eine valide ICG-Kom-
bination zur Normalisierung von RT-gPCR-Daten finden.

Da die vorliegende Studie zum Ziel hatte, geeignete ICG fir weitere Genexpressionsstu-
dien zu finden, wurde fur deren Durchfiihrung nur eine ausgewéhlte Subpopulation einer
Kohorten-Studie mit geringem Probandinnenumfang (n=48) verwendet. Somit ist das
Studiendesign unzureichend, um verlassliche Aussagen uUber Zielgenexpressionen zu
treffen. Die Zielgen-Analyse wurde lediglich zu Demonstrationszwecken fur die ICG-Be-

wertung durchgefihrt.

4.5 Limitationen der Studie

Selektionsbias. Bei dem Studiendesign der vorliegenden Arbeit handelt es sich um eine
Fall-Kontroll-Studie. Dafur wurde eine reprasentative Subpopulation einer Kohorten-Stu-
die der AG ,Experimentelle Geburtsmedizin“ der Klinik fir Geburtsmedizin der Charité
(Arbeitstitel: ,Auswirkungen maternaler Glukokortikoidgaben im Rahmen der Lungenrei-
feinduktion bei drohender Frihgeburt auf das maternale Plazentalaktogen®, Ethik-An-
tragsnummer: EA2/149/07) ausgewahlt, die die Auswirkungen einer antenatalen GC-
Gabe im Rahmen der Lungenreifeinduktion auf die Plazenta analysiert. Alle Teilnehme-
rinnen an der Studie waren schwangere Frauen, die in der Klinik fir Geburtsmedizin der

Charité entbunden wurden. Das Perinatalzentrum der Charité erhielt vom Gemeinsamen

78



4. Diskussion

Bundesausschuss eine Level-I-Zertifizierung, welche die hohen medizinischen Stan-
dards fur die Betreuung von Risikoschwangerschaften und -geburten attestiert. Dies be-
dingt eine Verschiebung des Patientenklientels zugunsten eines hdheren Anteils an
Frauen mit Risikoschwangerschaften. Zudem wurde innerhalb des Studienkollektivs ent-
sprechend der Ein- und Ausschlusskriterien der vorliegenden Studie eine weitere Selek-
tion vorgenommen (siehe 2.1). Demnach ist eine Ubertragbarkeit des Probandenkollek-

tivs auf die Allgemeinbevdlkerung nur bedingt moglich.

Informationsbias. Samtliche personenbezogene Daten, sowie die Informationen tber
den Schwangerschaftsverlauf entstammen den stationdren Patientenakten. Vor Ein-
schluss in die Studie wurden die Akten auf die festgelegten Ein- und Ausschlusskriterien
Uberpruft (siehe 2.1). Die Angaben zu den in der Studie untersuchten Faktoren BET-
Behandlung, fetales Geschlecht und Schwangerschaftsalter bei Geburt sind ebenfalls auf
die Patientenakten zuriickzufiihren. Eine unvollstandige oder fehlerhafte Dokumentation
wahrend des stationdren Aufenthalts konnte demnach zu einer Verzerrung der Ergeb-

nisse geftihrt haben.

Systematische Fehler. Generell konnen systematische Fehler durch falsch geeichte Ge-
rate sowie Ungenauigkeiten in der Versuchsdurchfihrung entstehen. Gerade die RT-
gPCR ist eine sensible Methode, die hohe Sorgfalt bei der Gewebe- und Probenaufbe-
reitung, bei der Durchfiihrung der Messungen und bei der Auswertung voraussetzt. Um
dies zu gewahrleisten wurde sich in der vorliegenden Arbeit an den MIQE-Empfehlungen
zur standardisierten Durchfilhrung von RT-gPCR-Studien orientiert.* Zur Minimierung
von Pipettierfehlern oder Messfehlern durch Verunreinigung wurden alle Versuche in
Dreifachbestimmung durchgefuhrt. Jede RT-gPCR-Messung erfolgte in Anwesenheit ei-
ner internen Kontrolle und einer Negativkontrolle. Die Amplifikation des richtigen PCR-
Produkts wurde mit einer Schmelzkurvenanalyse am Ende jeder Messung verifiziert und
das Produkt sequenziert.

Um Fehler in der Datenerfassung und -tbertragung moglichst gering zu halten, wurden
die Daten sowohl in Papierform, als auch elektronisch dokumentiert und miteinander ab-

geglichen.
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RNA-Degradation. Eine Schwache dieser Studie liegt in den hohen Schwankungen der
Expressionswerte, die sich in einer hohen SD widerspiegelt. Dies scheint jedoch ein be-
kanntes Problem bei Studien an humanen Plazentaproben zu sein. So berichten auch
Pidoux et al. hohe inter- und intraplazentare Schwankungen in der Expression von pla-
zentaren Hormonen.®” Eine mogliche Ursache fur Schwankungen in den Expressions-
messwerten kann eine hohe RNA-Degradation der Proben sein, die zur Verfalschung von
RT-qPCR-Ergebnissen fuhren kann.'3! Auch wenn nur wenige Autoren die RNA-Integritat
vor Expressionsstudien Uberprifen und verdffentlichen, ist die RNA-Degradation ein be-
kanntes Problem in plazentarem Gewebe.?3 2% 30. 95 Dijes ist woméglich auf eine hohe
RNase-Aktivitat zurtickzufiihren.®® Fajardy et al. fiihrten eine Studie in der humanen Pla-
zenta mit RIN-Werten zwischen 4,50 und 7,22 durch.?® Huang et al. testeten die ICG-
Expression in der humanen Plazenta in Abhangigkeit von RIN-Werten zwischen 2 und 8
und beobachteten ab einem RIN-Wert von 5 weitgehend stabile ICG-Expressionen.3°

In der vorliegenden Studie wurden verschiedene Verfahren zur Gewebezerkleinerung,
Homogenisierung und RNA-Extraktion im Hinblick auf die RNA-Qualitat evaluiert und op-
timiert (Tab. 6). Es wurde sich fur das Verfahren entschieden, das die héchsten RIN-
Werte lieferte. Diese lagen zwischen 3,0 und 7,4, wobei nur zwei Proben RIN-Werte von
3,0 zeigten. Alle anderen Werte waren 24,0. Der durchschnittliche RIN-Wert betrug 5,7.
Es fanden sich keine signifikanten Unterschiede der RIN-Werte zwischen den Gruppen,
die in dieser Studie miteinander verglichen wurden. Somit ist es unwahrscheinlich, dass
Gruppenunterschiede in der Genexpression auf Unterschiede der RIN-Werte zurtickzu-
fuhren sind. Insgesamt befanden sich die RIN-Werte der vorliegenden Studie in einem
akzeptablen Bereich, in dem keine wesentlichen Auswirkungen auf die Genexpression

ZU erwarten sind.

Fallzahl. Sicherlich wiirde eine hohere Fallzahl die SD in dieser Studie senken, sodass
eine verlasslichere Beurteilung der Regulation der ICG-Expression durch die beschrie-
benen Faktoren mdglich ware. Die primaren Ziele dieser Studie waren jedoch zu zeigen,
(1) dass eine Regulation von ICG stattfindet, (2) dass die Auswahl der ICG die Ergebnisse
der Zielgenexpression beeinflusst, sowie (3) ein Set aus ICG zu finden, das unter den
gegebenen Studienbedingungen eine valide Normalisierung von Zielgenen erlaubt. Da
sich signifikante Unterschiede in den statistischen Auswertungen fanden, war die Fallzahl

ausreichend, um die Ziele (1) und (2) zu erreichen. Schwankungen in der Expression
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spiegeln sich auch in der von geNorm ermittelten paarweisen Variation V wieder.° Den-
noch war es mit der vorliegenden Fallzahl moglich, bei einer Kombination aus vier ICG
einen Wert von V<0,15 zu erreichen. Die geNorm-Ergebnisse wurden durch die Algorith-
men BestKeeper und NormFinder verifiziert. Da eine Fallzahlerh6hung lediglich die Reli-
abilitat der ,klassischen® Analyse verbessern wurde, jedoch nicht die der Software-ba-

sierten Algorithmen, war die Fallzahl dieser Studie ausreichend.
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5. Schlussfolgerung

Um verlassliche Ergebnisse in RT-gPCR-Studien zu erzielen, bedarf es stabiler ICG zur
Normalisierung von Zielgenen, deren Expression nicht durch die zugrundeliegenden Ver-
suchsbedingungen beeinflusst wird. Diese Studie ist die erste, die den Einfluss einer ein-
maligen antenatalen GC-Therapie mit 2x12mg BET zur Lungenreifeinduktion auf das Ex-
pressionsverhalten von ICG in der humanen Plazenta untersucht. Zudem wurden maogli-
chen Regulationen durch das Schwangerschaftsalter bei Geburt, das fetale Geschlecht,
sowie die Lokalisation der Plazentaproben analysiert. Die Besonderheit dieser Studie
liegt darin, dass mehrere Analyseverfahren angewandt und miteinander verglichen wur-
den.

In der ,klassischen“ Analyse wurde jedes ICG auf signifikante Gruppenunterschiede ge-
testet. Dabei zeigten sich in den zentral entnommenen Proben bei funf von sieben ICG
signifikante Effekte durch die getesteten Faktoren, besonders innerhalb der Gruppe der
weiblichen Neugeborenen. Demzufolge wéren lediglich SDHA und YWHAZ fur die Nor-
malisierung von Zielgenen geeignet. In den peripher entnommenen Proben wurden da-
gegen keine signifikanten Genregulationen beobachtet. Zudem wurde unabhangig von
der Lokalisation eine Abnahme der totalen RNA-Menge Uber das Schwangerschaftsalter
hinweg beobachtet, die sowohl die mRNA der ICG, als auch — in groRerem Ausmal — die
ribosomale RNA 18S und 28S betraf. Dieser Verdinnungseffekt der mRNA wird in der
,klassischen“ Analyse nicht bericksichtigt und kann zu einer fehlerhaften Auswertung
fuhren. Da dieses Verfahren noch weitere Schwéchen aufweist, wurden zur ICG-Validie-
rung die drei Software-basierten Algorithmen geNorm, NormFinder und BestKeeper hin-
zugezogen, die nicht nur jedes ICG fir sich analysieren, sondern auch Vergleiche der
ICG-Expressionen untereinander durchfihren. Um eine Verfalschung der Berechnungen
durch potenzielle Ko-Regulationen der ICG untereinander auszuschlie3en, wurden die
sieben ICG in einer webbasierten IPA-Analyse auf Interaktionen Uberprift. Mithilfe der
Algorithmen konnte eine valide Kombination aus vier ICG (HMBS, PPIA, RPL19, SDHA)
gefunden werden, welche sich fir die Normalisierung innerhalb von RT-gPCR-Studien
eignet.

Um die Notwendigkeit der Verwendung valider ICG zu untermauern, wurden die RT-

gPCR-Rohdaten des exemplarischen Zielgens NR3C1 mit verschiedenen ICG bezie-
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hungsweise ICG-Kombinationen normalisiert. Hierbei ergaben sich je nach Normalisie-
rungsverfahren signifikante Unterschiede in der Auswertung. Der Einsatz ungeeigneter
ICG wirde also zu einer Verfalschung der Ergebnisse fuhren.

Nach Normalisierung von NR3C1 mit der am besten geeigneten ICG-Kombination zeig-
ten sich fir die peripheren Plazentaproben geschlechtsabhéngige Expressionsunter-
schiede fir NR3C1. Weder in den zentralen, noch in den peripheren Proben liel3 sich ein
Effekt durch eine antenatale BET-Behandlung oder das Schwangerschaftsalter bei Ge-
burt nachweisen. Da die Zielgen-Analyse lediglich zu Demonstrationszwecken durchge-
fuhrt wurde, bedarf es einer grof3eren Studie mit einer hoheren Fallzahl, um diese Ergeb-

nisse zu verifizieren.

Zusammenfassend betrachtet konnte in dieser Studie gezeigt werden, dass die Expres-
sion von ICG in der humanen Plazenta in Abhangigkeit einer BET-Behandlung, des
Schwangerschaftsalters bei Geburt, des fetalen Geschlechts und/ oder der Lokalisation
der Plazentaproben reguliert werden kann. Dennoch gelang es mithilfe der Algorithmen
geNorm, NormFinder und BestKeeper, eine valide Kombination aus stabilen ICG zu fin-
den, die sich fur das hier vorliegende Studiendesign zur Normalisierung von Zielgenen
eignet. Anhand des Zielgens NR3C1 wurde demonstriert, dass der Einsatz ungeeigneter
ICG zu einer Verfalschung der Ergebnisse fihren kann.

Diese Studie versteht sich als Vorarbeit fir sich anschlieRende Genexpressionsstudien
an der humanen Plazenta, die den Einfluss einer antenatalen BET-Behandlung zur Lun-
genreifeinduktion untersuchen. Zudem hebt sie allgemein die Wichtigkeit von ICG-Vali-
dierungen hervor, die den eigentlichen Versuchen vorangehen und an die jeweiligen Ver-
suchsbedingungen angepasst werden sollten. Als methodische Arbeit diskutiert sie ver-
schiedene Verfahren der ICG-Evaluation und zeigt ein mogliches Vorgehen zur Findung

geeigneter ICG auf.
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- Mitschrift an der Publikation
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