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Abstrakt

Einleitung: In Vorarbeiten konnte die Bedeutung der automatisierten Messung von dem angiogenen
Faktor PIGF (placental growth factor) und seinem antiangiogenen Gegenspieler sFltl (soluble fms-
like tyrosine kinase 1) in der Diagnose der Prideklampsie (PE) aufgezeigt werden. Ziel der
vorliegenden Studie war es, die Messung der einzelnen Parameter sFIt] und PIGF dem Quotienten
(sF1t1/PIGF) in der Differentialdiagnostik hypertensiver Schwangerschaftserkrankungen gegeniiber
zu stellen.

Methodik: 64 Frauen mit PE/HELLP, 16 Frauen mit schwangerschaftsinduziertem Hypertonus
(SIH), 17 Frauen mit Gestationsproteinurie (GP), 2 Frauen mit chronischem Hypertonus (cHT) und
184 Kontrollen wurden untersucht. Zur Differenzierung der PE/HELLP wurde zwischen milder PE
(mPE; n=31), schwerer PE (sPE; n =20), Propf-PE (pPE; n=7) und HELLP-Syndrom (n = 6)
sowie zwischen frith (frPE, n =24) und spit einsetzender PE (spPE, n =40) unterschieden. Die
Bestimmung von sFIt]l und PIGF erfolgte im Serum mittels des automatisierten Elecsys®-ELISAs
(engl., enzyme linked immunosorbant assay) von Roche Diagnostics (Penzberg, Deutschland).
Ergebnisse: Frauen mit PE/HELLP zeigten hohere Werte fiir sFlt]1 und sFlt1/PIGF bzw. niedrigere
Werte fiir PIGF vs. Kontrollen (10888 + 878 vs. 2685 £ 138; 277 +39 vs. 18 £3 und 68 £6 vs.
496 £ 45, p <0,001). Die ROC-Analyse ergab die hochste diagnostische Genauigkeit fiir sFIt1/PIGF
(AUC 96 % vs. sFltl 92 %; PIGF 92 %). Frauen mit pPE, mPE, sPE und HELLP zeigten signifikant
hohere sFIt1/PIGF als Kontrollen (203 £ 110; 137 +27; 497 £91 und 254 + 72 vs. 18 + 3, jeweils
p<0,001); AUC der ROC-Kurven: 93 %, 94 %, 99 % und 98 %. Frauen mit SIH und GP
unterschieden sich signifikant von Kontrollen (p <0,031), Frauen mit mPE (p <0,044), sPE
(p <0,001) und HELLP (p <0,046). Frauen mit cHT unterschieden sich signifikant von mPE, sPE
und HELLP (p <0,046), nicht jedoch von Kontrollen und pPE. Frauen mit frPE und spPE zeigten
signifikant erhohte sFIt1/PIGF vs. Kontrollen (497 £82 vs. 12+3, p<0,001 und 131 £ 15 vs.
29+ 5, p<0,001), AUC der ROC-Kurven: frPE: AUC 99 % vs. sFlt]l 98 %; PIGF 97 %; spPE: 91 %
vs. sFlt1 82 %; PIGF 88 %. Ein Cutoff-Wert von 70 fiir sFIt1/PIGF ergab eine Spezifitit von 94 %
und eine Sensitivitiat von 78 % (PE/HELLP vs. Kontrollen); bei sPE und HELLP vs. Kontrollen bei
gleicher Spezifitit eine Sensitivitit von 100 %.

Schlussfolgerung: Die Bestimmung von sFIt1/PIGF durch automatisierte Messung ist vor allem fiir
schwerwiegende Formen der PE ein zuverldssiges Mittel zur Differentialdiagnose und kann als

zusitzliche, schnell zugreifbare Information das klinische Management direkt beeinflussen.



Abstract

Introduction: Previous works could show the importance of automatic measurement of the
angiogenic factor PIGF (placental growth factor) and its antiangiogenic opponent sFltl (soluble
Jfms-like tyrosine kinase 1) in the diagnosis of preeclampsia (PE). Aim of the current study was to
compare automatic measurement of the single markers sFItl and PIGF versus its ratio
(sFl1t1/P1GF) in the differential diagnosis of hypertensive pregnancy disorders.

Methods: 64 women with PE/HELLP, 16 women with pregnancy induced hypertension (PIH),
17 women with gestational proteinuria (GP), 2 women with chronic hypertension (cHT) and 184
controls were investigated. The PE/HELLP group was subdivided into mild PE (mPE; n =31),
severe PE (sPE; n = 20), superimposed PE (supPE; n = 7) and HELLP syndrome (HELLP, n = 6)
as into early onset PE (eoPE, n = 24) and late onset PE (1o0PE, n = 40). The measurement of sFlt1
and PIGF in serum samples was performed using the automatic Elecsys® ELISA (engl., enzyme
linked immunosorbant assay) of Roche Diagnostics (Penzberg, Germany).

Results: Women with PE/HELLP had higher serum concentrations of sFItl and sFIt1/PIGF and
lower concentrations of PIGF vs. controls, respectively (10888 + 878 vs. 2685 + 138; 277 + 39
vs. 18 £3 and 68 £ 6 vs. 496 £45, p <0.001 respectively). A ROC analysis revealed highest
diagnostic power for sFIt1/PIGF (AUC 96 % vs. sFltl 92 %; PIGF 92 %). Women with supPE,
mPE, sPE and HELLP had significantly higher concentrations of sFIt1/PIGF vs. controls
(203 £110; 137 £27; 497 £91 and 254 =72 vs. 18 £ 3, p < 0.001 respectively); AUC of ROC
analysis: 93 %, 94 %, 99 % and 98 %, respectively. Women with PIH and GP differed
significantly from controls (p <0.031), women with mPE (p <0.044), sPE (p <0.001) and
HELLP (p <0.046) but not from supPE. Women with cHT differed significantly from mPE, sPE
and HELLP (p <0.046), but not from controls and supPE. Women with eoPE and loPE had
significantly higher concentrations of sFIt1/PIGF vs. controls (497 £ 82 vs. 12 + 3, p < 0.001 and
131 £15 vs. 29 £ 5, p < 0.001 respectively), AUC of ROC analysis: eoPE: ratio 99 % vs. sFltl
98 %; PIGF 97 %:; 10PE: ratio 91 % vs. sFltl 82 %; PIGF 88 %. A cutoff of 70 for sFlt1/PIGF
resulted in a specificity of 94 % and sensitivity of 78 % (PE/HELLP vs. controls); in sPE and
HELLP vs. controls in a specificity of 94 % and sensitivity of 100 %, respectively.

Conclusion: Determination of sFIt1/PIGF by automatic measurement constitutes a reliable tool
in differential diagnosis of hypertensive pregnancy disorders, especially in severe forms and may

directly influence clinical management by additive and quickly avaible information.



1 Einleitung

1.1 Die Schwangerschaft des Menschen

Die Schwangerschaft des Menschen dauert in der Regel etwa 267 Tage (38 Entwicklungswochen
[EW]). Da der genaue Zeitpunkt der Befruchtung schwer zu bestimmen ist, wird der 1.Tag der
letzten Menstruation als Beginn der Schwangerschaft angegeben. In diesem Modell dauert die
Schwangerschaft 282 Tage (40 Schwangerschaftswochen [SSW]).

Der Verlauf der Schwangerschaft wird in ein erstes, zweites und drittes Trimenon zu jeweils drei
Monaten eingeteilt. In der Prdembryonalperiode (1. bis 3. EW) findet die Befruchtung der
Eizelle durch ein Spermium und die Verschmelzung des maternalen und paternalen Zellkernes
statt.

Nach ersten Teilungen der Zygote (Morula) und Bildung der freien Blastozyste, findet in der
2. EW die Implantation der Blastozyste in das Endometrium des Uterus statt. Hiermit beginnt der
Aufbau der Plazenta, die eine Kommunikationsschicht zwischen Embryo und Mutter bildet und
aus einem embryonalen (Throphoblast) und einem maternalen (Dezidua) Anteil besteht.

In der folgenden Embryonalperiode (4. bis 8. EW) findet der Grofteil der Organogenese statt,
wihrend die Fetalperiode (9. bis 38. EW) hauptsichlich durch Wachstumsvorginge

gekennzeichnet ist.'

1.2 Praeklampsie

Die Praeklampsie (PE) ist eine Erkrankung der Schwangerschaft und stellt weltweit einen der
fiihrenden Griinde fiir maternale und neonatale Mortalitit und Morbiditiit dar.

Die Eklampsie (griechisch: ekldmpein; ,.ek* fiir hervor, heraus und ,lampein* fiir leuchten,
blitzen) wurde bereits in der alten dgyptischen, chinesischen und griechischen medizinischen
Literatur als ein wihrend der Schwangerschaft auftretendes Krampfleiden beschrieben, das mit
der Entbindung ausheilte.” Erst Mitte des 19. Jahrhunderts entdeckte man, dass die Eklampsie
mit Hypertonie und Proteinurie vergesellschaftet war und dass diese nicht nur wihrend der
Erkrankung, sondern auch dieser vorausgehend auftraten.’ Proteinurie und Hypertonie, die
wihrend der Schwangerschaft auftraten, wurden folglich als Praeklampsie bezeichnet und galten
als Risikofaktoren fiir das Auftreten lebensbedrohlicher Komplikationen von Mutter und Kind.*
Die moderne Forschung bemiihte sich in der Aufklirung der Pathogenese lange um die

Nierendysfunktion und die Hypertonie, wihrend in jiingerer Zeit das Bild einer



Multisystemerkrankung mit multifaktorieller Genese entstanden ist, das bis zum heutigen Tage

in seiner Komplexitét nicht vollstdndig erkldrt werden kann.
1.2.1 Definition der hypertensiven Schwangerschaftserkrankungen

Die Leitsymptome einer PE sind definitionsgemdl das Neuauftreten von Hypertonie
(> 140 mmHg systolischer Blutdruck und/oder >90 mmHg diastolischer Blutdruck) und
Proteinurie (> 300 mg/24Std).*® Typischerweise treten diese zwischen der 20. SSW und
48 Stunden postpartum auf.” Die in der ehemaligen Definition enthaltenen Kriterien von Odemen
und einer Blutdruckverdnderung von >30 mmHg systolisch bzw. > 15 mmHg diastolisch
wurden als zu unspezifisch befunden.*

Mogliche Symptome der PE konnen abdominale Schmerzen (rechter Oberbauch, epigastrisch,
retrosternal), Erbrechen und Ubelkeit, Kurzatmigkeit, medikamentds nicht zu behebende
Kopfschmerzen und Sehstérungen sein.*

Die Diagnosestellung der PE erscheint zundchst unkompliziert und eindeutig, doch prisentiert
sich die Erkrankung in einem sehr breiten Spektrum, was die Erstellung einheitlicher
Diagnosekriterien schwierig gestaltet und zu linderabhingigen Unterschieden fiihrt.®

Klinisch wird eine schwere Form von einer leichten Form der PE unterschieden, internationale
Definitionen sind sich jedoch in der Diagnose der schweren PE uneinig. Im Allgemeinen wird
sie ab einem persistierenden Blutdruck von > 160-170 mmHg systolisch oder > 110 mmHg
diastolisch gestellt.” °!' Die schwere PE ist mit einem erhohten Risiko fiir vaskulire
Geschehnisse, im Besonderen mit einem Insult und anderen zentral-nervosen Komplikationen,
verbunden.™ !

Zeitlich wird eine friih einsetzende PE von einer spit einsetzenden PE unterschieden. Auch hier
bestehen keine einheitlichen Definitionen, meist wird aber ein Auftreten der Erkrankung vor der
34. SSW als friih einsetzende PE bezeichnet, wihrend der Krankheitsbeginn > 34. SSW als spiit

10, 12
d.”™

einsetzende PE bezeichnet wir Fille von frith einsetzender PE sind mit einem wesentlich

hoheren Risiko fiir Komplikationen von Mutter und Kind verbunden, da diese oft schwere
Ausprigungsgrade mit sich bringen und hiufig eine friihe Entbindung notwendig machen.'>"

Die Diagnose der Propf-PE wird bei vorbestehender Hypertonie, also persistierenden
Blutdruckwerten von > 140 mmHg systolisch und/oder > 90 mmHg diastolisch prikonzeptionell
bzw. vor der 20. SSW, und Neuauftreten von Proteinurie gestellt.16 Gleiches gilt, wenn bei
vorbestehender Hypertonie und Proteinurie vor der 20. SSW ein plotzlicher Anstieg des

Blutdrucks oder der Proteinurie beobachtet wird.'® Die Propf-PE ist mit einem groeren Risiko



fiir Mutter und Kind assoziiert als eine de novo PE.*

Eine Komplikation der PE ist das sogenannte HELLP-Syndrom, bestehend aus der Symptomtrias
einer Hiamolyse (engl. hemolysis), pathologisch erhohten Leberenzymen (engl. elevated liver
enzymes) und erniedrigter Thrombozytenzahl (engl. low platelets count).'™ ' Die Kriterien zur
Feststellung dieser drei zur Diagnose fiihrenden Befunde sind nicht einheitlich definiert,
beinhalten jedoch folgende Parameter: pathologische Blutausstriche (Schistozyten, Echinozyten),
erhohtes indirektes Bilirubin (Serum), erniedrigtes Haptoglobin (Serum), erhohtes LDH
(Laktatdehydrogenase), signifikanter Abfall des Himoglobins, erhohte Werte fiir AST (Aspartat-
Aminotransferase) und ALT (Alanin-Aminotransferase) sowie erniedrigte Thrombozytenzahl.17
Das HELLP-Syndrom tritt hdufig im Rahmen einer PE auf, in 12-18% liegt jedoch keine
Hypertonie und in 13% keine Proteinurie vor.'®?!

Die Eklampsie ist eine schwerwiegende Verlaufsform der PE, die durch das Hinzukommen von
tonisch-klonischen Krampfanfillen, die keiner anderen Ursache zugeordnet werden konnen,
charakterisiert ist.'> ' '® Diese kénnen wihrend der Schwangerschaft, der Entbindung und bis 48
Stunden nach der Entbindung auftreten.’ In bis zu einem Drittel der Fille sind die
Hauptsymptome Hypertonie oder Proteinurie nicht nachweisbar, vor allem bei postpartaler
Eklampsie.”**

SchlieBlich sei auf die atypischen Verldufe der PE hingewiesen. In den meisten Fillen
manifestiert sich eine PE durch die oben beschriebene typische Hypertonie und Proteinurie, die
jeweils nach der 20. SSW und vor 48 Stunden postpartal auftreten. In einigen Féllen zeigt sich
jedoch weder eine Hypertonie noch eine Proteinurie oder die Befunde werden auflerhalb des
angegebenen Zeitraumes erhoben. Die Diagnosestellung erweist sich hier als besonders

schwierig und zeigt die Notwendigkeit eines zusitzlichen diagnostischen Parameters zur

Blutdruckmessung und Proteinausscheidung im Urin auf.’

1.2.2 Epidemiologie und Risikofaktoren

2 und stellt vor allem in den

Die PE betrifft weltweit 3-5 % der schwangeren Frauen®
Entwicklungslidndern, in denen der Zugang zu medizinischer Versorgung begrenzt ist, den
Hauptgrund fiir Miittersterblichkeit dar.” Bis zu 42 % der Todesfille werden dort auf PE und
Eklampsie zuriickgefiihrt.”® In Lindern mit hohem Einkommen fillt die absolute Zahl der
miitterlichen Todesfille sehr viel geringer aus, anteilig werden jedoch auch hier bis zu 16 % auf
hypertensive Schwangerschaftserkrankungen zuriickgefiihrt.?’

Die PE wird als Erkrankung der ersten Schwangerschaft gesehen, da sie hier besonders héufig



auftritt.”® Bei ansonsten gesunden Erstgebdrenden weisen jedoch etwa 75 % der Fille einen
milden Verlauf und ein geringes Risiko fiir Mortalitit und Morbiditiit auf.* >

Verschiedene Beobachtungen weisen auf eine immunologische und genetische Komponente im
Krankheitsgeschehen hin: Dem Sexualpartner bzw. dem Kohabitationsverhalten mit diesem wird
eine bedeutende Rolle fiir das Risiko einer PE zugesprochen. Das Risiko steigt bei jenen Frauen
an, die vor Konzeption dem Sperma des befruchtenden Partners nur kurzzeitig ausgesetzt waren;
mit sich wiederholenden vorausgehenden Spermienkontakten (vaginal, oral) sinkt das Risiko.**™
Dies konnte auch das erhéhte Risiko fiir junge Patientinnen erkliren.’® Ein vorausgegangener
Abort (spontan oder induziert) bzw. eine stattgehabte gesunde Schwangerschaft erniedrigen bei
gleichbleibendem Partner das Risiko fiir eine PE in einer darauffolgenden Schwangerschaft;
dieser protektive Effekt wird jedoch durch einen Partnerwechsel wieder aufgehoben.’” *®
Partnerwechsel und groBer Intervall zwischen zwei Schwangerschaften werden als

Risikofaktoren gewertet,39’ 40

41, 42

wobei ein Zusammenhang beider Faktoren nicht auszuschlie3en

. ) . N (43, 44 .. .
ist Des Weiteren wird vom sogenannten ,,gefdhrlichen Vater* 3 gesprochen: Minner, die

bereits eine praeklamptische Schwangerschaft gezeugt haben, verdoppeln das Risiko einer PE in
einer neuen Partnerschaft.*’ Das Risiko einer Frau mit einem solchen Risikopartner an einer PE
zu erkranken ist fast so hoch wie das der Erstschwangerschalft.43

Es wurden zudem Risikoprofile der Frau ermittelt, die die Auftretenswahrscheinlichkeit und den

Schweregrad der Erkrankung deutlich erhdhen: sehr junges oder fortgeschrittenes Alter,* *°

47, 48 49-51

Mehrlingsschwangerschaften, vorausgegangene PE (insbesondere friih einsetzende PE),

Vorkommen einer PE bei erstgradig Verwandten (als Hinweis auf genetische Beteiligung am

49, 53 3
U

Krankheitsgeschehen),52 chronische Hypertonie oder Nierenerkrankungen, bergewicht und

54-56

Insulinresistenz und vorbestehender Diabetes Mellitus*’. Rauchen ist negativ mit dem

Auftreten einer PE assoziiert.”’ ™’

1.2.3 Management und Therapie

Trotz voranschreitender Forschung beziiglich der Pathogenese der PE bleibt die einzige kausale
Therapie weiterhin die Schwangerschaftsbeendigung mit Entfernung der Plazenta. Fiir die
Mutter bedeutet diese im Allgemeinen die Beendigung der Erkrankung, wihrend es fiir den
Feten, je nach Gestationsalter, erhebliche Komplikationen mit sich bringen kann.”’ Das
Hauptziel sollte die Sicherheit der Mutter und schlieBlich die Geburt eines reifen Neugeborenen
sein, der keiner intensiven und langandauernden neonatalen Pflege bedarf.”” Ob entbunden oder

ein abwartendes Verhalten gewihlt wird, hingt unter anderem von dem Schweregrad der



Erkrankung, von dem Gestationsalter und von dem maternalen und fetalen Status ab.*’

Richtige und angemessene prinatale Versorgung sind im Management der PE von groBer
Wichtigkeit. ' * Antenatale maternale Uberwachung beinhaltet die Identifizierung von Frauen
mit Risikoprofil und die friilhe Erkennung von klinischen Zeichen und Symptomen bzw. der
Progression zu schweren Krankheitsverliufen.” ' %

Bisher gibt es keinen Bluttest zur Diagnosestellung einer PE; diese beschrinkt sich auf die
Feststellung der oben angegebenen Parameter.”” Nach Diagnosestellung werden regelmiBig
Blutentnahmen vorgenommen, um die Entwicklung von Thrombozytopenie, Himolyse, Leber-
oder Nierenbeteiligung zu 'L'lberpr'L'lfen.60 Engmaschige Uberwachung des Feten wird durch
Ultraschall und Kardiotokographie (engl. cardiotocography, kurz CTQG) gew'aihrleistet.60

Eine medikamentdse antihypertensive Therapie wird ab Blutdriicken von > 170 mmHg
systolisch oder >110 mmHg diastolisch empfohlen; bei vorbestehenden Erkrankungen
(Hypertonie, Nierenerkrankungen, Diabetes mellitus) sollte bereits ab Blutdriicken von
> 160 mmHg systolisch oder > 100 mmHg diastolisch behandelt werden.” ® " ®* Mittel der
ersten Wahl ist a-Methyldopa.® Alternativ konnen Nifedipin, Dihydralazin oder B-1-selektive
Rezeptorblocker wie Metoprolol verwendet werden.® In schweren Fillen kann alternativ zu
Nifedipin und Dihydralazin auch Uradipil gegeben werden.% 03 Magnesiumsulfat wird zur
Priavention von Konvulsionen besonders in schweren Krankheitsverldufen empfohlen.66 Die
Therapie mit Dexamethason wird zur Lungenreifeinduktion empfohlen.®’

Bei milden Krankheitsverliufen kann bis zur 37. SSW abgewartet und danach entbunden
werden.”’ Bei schweren Krankheitsverliufen kann mit engmaschiger Uberwachung von Mutter
und Kind abwartend vorgegangen werden bis a) es Anhaltspunkte fiir die Entwicklung eines
HELLP-Syndroms oder einer Eklampsie gibt, b) der maternale Blutdruck nicht mehr
medikamentos zu kontrollieren ist, ¢) der fetale Status kritisch wird oder d) die 34. SSW erreicht
wurde und das Risiko der Mutter das des Kindes iiberwiegt.”> Das abwartende Vorgehen in
Fillen von schwerer PE vor der 34. SSW wird diskutiert, es gibt jedoch Hinweise darauf, dass es

fiir das Kind Vorteile beziiglich der Morbidit:it bringt.**"°

1.2.4 Langfristige Mortalitat und Morbiditat

Das Krankheitsbild der PE heilt mit der Entfernung der Plazenta im Normalfall aus, doch gibt es
Hinweise darauf, dass das Langzeitrisiko fiir kardio- und zerebrovaskulidre Erkrankungen bei
Frauen mit PE in der Krankheitsgeschichte deutlich erhoht ist.”' Im Besonderen werden schwere

PE, rekurrente PE, PE vor der 37. SSW und PE mit fetaler Wachstumsrestriktion mit zukiinftigen



zerebrovaskulédren Ereignissen verbunden.”?

Die PE und kardiovaskuldre Erkrankungen teilen &hnliche Risikofaktoren: chronische
Hypertonie, Diabetes Mellitus, Adipositas, Nierenerkrankungen und metabolisches Syndrom.”
Doch auch wenn dies die Rolle der PE fiir das zerebrovaskulidre Risiko in Frage stellen konnte,
scheint die PE an sich ein Risikofaktor fiir zukiinftige zerebrovaskuldren Ereignisse darzustellen:
Das Risiko ist auch bei Frauen erhoht, die vor stattgefundener PE keine bekannten vaskulidren

Risikofaktoren aufwiesen.”

1.3 Atiologie der Praeklampsie

Die Pathogenese der PE ist trotz intensiver Forschung bisher noch nicht vollstindig geklart. In
den letzten 10 Jahren wurden jedoch erhebliche Fortschritte gemacht, die vielversprechende
Ansitze fiir diagnostische Mittel, Screening-Tests und Therapiemoglichkeiten bieten.*”

Die PE ist eine systemische Erkrankung der Schwangerschaft, die von multifaktorieller Genese
und einem komplexen Bild der Pathophysiologie gekennzeichnet ist. Die Plazenta nimmt in der
Pathogenese der PE eine zentrale Rolle ein.’> * Das Auftreten von PE bei Blasenmole weist
darauf hin, dass nicht ein Fetus, sondern die Plazenta ausschlaggebend zur Entstehung der
Erkrankung ist.”* Im Falle einer PE bei extrauteriner Schwangerschaft fiihrte erst die Entfernung
von Throphoblastenmaterial zum Abklingen der Symptome.” Fille von post partum Eklampsie
wurden mit verbleibenden Plazentaresten in Verbindung gebracht.”® Die Plazenten von PE-
Patientinnen weisen typische, pathologische Zeichen auf, die ebenfalls fiir eine
Plazentabeteiligung sprechen: plazentare Hypoperfusion, Ischimie, akute Atherome, vaskulére
Obstruktionen, Fibrinablagerungen, Endothelschidigungen sowie Plazentainfarkte.”’

Oft wird die PE als eine Zwei-Phasen-Erkrankung gesehen: die priklinische, asymptomatische
Phase mit gestorter Plazentation und die klinische Phase mit generalisierter endothelialer

Dysfunktion.”® ™

1.3.1 Gestorte Plazentation

Wihrend normaler frither Plazentaentwicklung invadieren extravillose Zytotrophoblasten fetalen
Ursprungs die uterinen Spiralarterien der Dezidua und des Myometriums. Sie machen dabei die
sogenannte Pseudovaskulogenese (auch vaskuldres Mimicry genannt) durch, welche durch den
Wechsel vom epithelialen zum endothelialen Phédnotyp fiir Zelloberflichenmolekiile
gekennzeichnet ist.** Die Zytotrophoblasten ersetzen so die endotheliale Schicht der

Spiralarterien und wandeln diese von kleinen Hochwiderstandsgefilen zu grof3kalibrigen



GefiBen um, die die addquate Plazentaperfusion und damit die Versorgung des Feten
ermijglichen.80

Bei der PE ist die Umwandlung der Spiralarterien gestort. Die Zytothrophoblasteninvasion
erfolgt nur oberflachlich und die Segmente der Spiralarterien im Myometrium bleiben
kleinkallibrig.81 Bei Frauen mit PE konnen die Zytotrophoblasten den Wechsel der
Oberflichenmolekiile, also das vaskuldire Mimicry, nicht vornehmen, was die fehlerhafte
Invasion der Spiralarterien erkliren konnte*” ® Das Ergebnis der gestorten
Zytothrophoblasteninvasion ist eine plazentare Minderperfusion und kann im Laufe der
Schwangerschaft zu plazentarer Hypoxie und Ischidmie filhren.”> Es wird diskutiert, ob Hypoxie
und Ischimie Ursache oder Folge der fehlerhaften Plazentation darstellen.™

Die Frage nach den Ursachen fiir die Fehlentwicklung der Plazenta kann bisher nicht
abschliefend beantwortet werden. Es wird von genetischen und immunologischen Faktoren
sowie von Umweltfaktoren ausgegangen (siehe Risikofaktoren).

Beziiglich der genetischen Faktoren sei an dieser Stelle auf das Transkriptionsfaktor-Gen
STOX1 verwiesen, das mit PE in Verbindung gebracht wurde.® %

Aus immunologischer Sicht wird die PE mit einer iiberschieBenden Immunreaktion in
Verbindung gebracht: In der normalen Schwangerschaft sind natiirliche Killerzellen (NK),
Makrophagen und dendritische Zellen an der Immunreaktion der Mutter auf den allogenen Fetus
beteiligt. Bei der PE liegen Makrophagen, Chemokine und dendritische Zellen vermehrt vor und
fiihren zur Entstehung eines inflammatorischen Milieus, welches eine immunologische
Maladaption und eine fehlerhafte Zytothrophoblasteninvasion bewirkt.®” ®® Des Weiteren wird
natiirlichen Killerzellen an der fetomaternalen Grenzschicht eine Rolle in dem
Krankheitsgeschehen zugesprochen: In genetischen Studien zu Polymorphismen der maternalen
NK-Rezeptoren und fetalen Lymphozyten-Rezeptoren wurde die Kombination eines KIR-AA-
Genotyps (engl. killer immunoglobin receptor) der Mutter und einem HLA-C2-Genotyp (engl.
fetal human leukocyte antigen) des Feten mit einem erhohten Risiko fiir PE in Verbindung
gebracht.* %

Oxidativer Stress stellt einen weiteren moglichen Mechanismus zur gestorten Plazentation dar,
ist jedoch beziiglich seiner Bedeutung in der Pathogenese der PE bisher nicht eindeutig

einzuordnen.”!

1.3.2 Endotheliale Dysfunktion

Die fehlerhafte Plazentation und die Minderperfusion scheinen die Freisetzung verschiedener
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I6slicher Faktoren zu bewirken, welche schlieBlich eine systemische, inflammatorische Reaktion
der Mutter hervorrufen und somit zur zweiten Phase der Erkrankung fiithren: Eine generalisierte
endotheliale Dysfunktion,” **> die das klinische Bild der PE begriindet.”* * Der Verlust
endothelialer Gefid3tonuskontrolle fiihrt zu Hypertonie, erhohte glomeruldre Gefdapermeabilitét
fiihrt zu Proteinurie.”

Als Zeichen der Endothelaktivierung sind Marker wie von-Willebrand-Faktor, zelluldres
Fibronektin, 10slicher Tissue-Faktor, 10sliches E-Selektin, Pliattchen-Wachstumsfaktor und
Endothelin im Serum verindert.”” *®

Die Hypertonie ist unter anderem auf eine erhohte Sensitivitit fiir Angiotensin II und fiir

99, 100

Norepinephrin zuriickzufiihren. Die Heterodimerisierung von Bradykininrezeptoren (B2)

und Angiontensin IT Typ 1 Rezeptoren (AT1) ist ein Mechanismus, der zu erhohter Sensitivitét

101

fir Angiontensin II fiihrt, wihrend die Bildung von Autoantikorpern gegen den

Angiontensin IT Typ 1 Rezeptor (ATI-AA) einen weiteren Mechanismus darstellt.'> '
Genannte Autoantikdrper verursachen des Weiteren oxidativen Stress und scheinen die
Throphoblasteninvasion direkt zu hemmen.'® '® Den AT1-AA wird in der Pathogenese der PE
eine entscheidende Rolle zugesprochen.

Die in der Niere typischerweise zu beobachtende Lédsion ist die sogenannte glomerulire
Endotheliose: Sie zeichnet sich durch Schwellung und Vakuolisierung der Endothelzellen im
Glomerulum, Verlust kapillaren Raumes, Ablagerung von Fibrin und Abnahme der glomeruldren
Fenestrierung aus.'® '”” Die beschriebenen Verinderungen fithren zu der fiir die PE typischen
Proteinurie.

Grundsitzlich konnen alle Organe betroffen sein. Typische Lisionen treten neben den Nieren in
Leber, Lunge und Gehirn auf und konnen auf Hypoperfusion sowie kapillares Leck

zuriickgefiihrt werden.®® Dies fithrt zu den méglichen Komplikationen HELLP-Syndrom und

Eklampsie.
1.3.3 Zirkulierende angiogene und antiangiogene Faktoren

Zirkulierende angiogene Faktoren stellen nach aktuellen Erkenntnissen die Verbindung zwischen
fehlerhafter Plazentation und generalisierter endothelialer Dysfunktion dar. Es wurde gezeigt,
dass bei der PE die Balance aus angiogenen und antiangiogenen Faktoren gestort ist.'%110 pie
angiogenen Faktoren VEGF (engl. vascular endothelial growth factor) und PIGF (engl. placental

growth factor) liegen in freier Form erniedrigt vor,'''™'"?

110, 114, 115

wihrend die antiangiogenen Faktoren

116

sFlItl (engl. soluble fims-like tyrosine kinase 1) und sEng (engl. soluble Endoglin)
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erhoht sind.

1.3.3.1 Vascular endothelial growth factor (VEGF)

VEGEF hat angiogene, vasodilatatorische und mitogene Eigenschaften. Es dient der Erhaltung der
Integritit von endothelialen Zellen reifer miitterlicher BlutgefdBe und scheint besonders wichtig
zur Stabilisierung und Fenestrierung des Endothels in der Niere, der Leber und dem Gehirn zu

108, 117, 118
Des

sein. Weiteren scheint es in der plazentaren Angio- und Vaskulogenese eine Rolle

zu spielen.119

VEGF wird unter anderem von Podozyten, Hepatozyten, dem Choroidplexusepithel und von
Geweben mit besonders ausgepriigter metabolischer oder sekretorischer Funktion exprimiert.'?
Es konnte auch in Zytotrophoblasten und sogenannten Hofbauerzellen (ortsstindige
Makrophagen der Plazenta) nachgewiesen werden.""” Es wirkt iiber die Rezeptoren VEGF-R1
und VEGF-R2, auch genannt Fltl und KDR/FIk-1 (engl. kinase insert domain-containing
receptor/fetal liver kinase), die sich auf Zellen VEGF-exprimierender Gewebe und auf
vaskuliren und angiogenen Vorliuferzellen befinden.'” '*' Es wird von einer para- und
autokrinen Wirkweise aus gegangen.“g’ 120

Der Blockade von VEGF wird eine bedeutende Rolle in der Pathogenese der PE zugesprochen:
In VEGF-Knockout-Mausen konnten Proteinurie und glomerulidre Endotheliose beobachtet

werden.'?

Die Gabe von VEGF-Antikorpern an nicht-trichtige Méuse verursachte glomerulire
Endothelschiden mit Proteinurie.'” Menschen, die zur antiangiogenen Krebstherapie Anti-
VEGF (Avastatin® bzw. Bevacizumab, ein monoklonaler Antikorper zur Antiangiogenese bei

Tumoren) einnahmen, entwickelten Bluthochdruck und Proteinurie.'** 1%

1.3.3.2 Placental growth factor (PIGF)

PIGF hat strukturelle Ahnlichkeit mit VEGF und stellt einen potenten angiogenen Faktor dar, der
die Wirkung von VEGF amplifiziert.'"”® Er wird von der Plazenta sowie von Endothelzellen
synthetisiert und bindet vor allem an dem VEGF-R1 (Flt1).'”’

PIGF scheint die Angiogenese in Situationen von Ischdmie, Inflammation und Wundheilung zu
stimulieren und konnte an dem Entstehungsprozess von Atherosklerose beteiligt sein.'*% '

Im Rattenmodell der Schwangerschaft wurde deutlich, dass die gleichzeitige Blockade von PIGF

und VEGF notwendig ist, um ein der PE &@hnliches Syndrom hervorzurufen.'®

1.3.3.3 Soluble fms-like tyrosine kinase-1 (sFlt1)

sFlt1 ist die 16sliche, durch alternatives Splicing entstandene Form des membrangebundenen Flt1
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und besitzt zwar die extrazellulire ligandenbindene Doméne, nicht jedoch die

129, 130

transmembranalen, zytoplasmatischen Anteile. Es wird sowohl von Synzytiotrophoblasten

als auch von Monozyten sezerniert und liegt frei im maternalen Serum vor."*" '
sFIt1 antagonisiert sowohl VEGF als auch PIGF, in dem es sie bindet und eine Interaktion mit

129 SFlt1 wird eine entscheidende Rolle in der

thren membranstindigen Rezeptoren verhindert.
Pathogenese der PE zugesprochen: Bei Frauen mit PE ist eine erhohte Serumkonzentration von
sFIt1 mit der erniedrigten Konzentration von freiem VEGF und PIGF assoziiert.

In einem Tierversuch wurde eine Uberexpression von sFltl in schwangeren und nicht
schwangeren Ratten mittels eines adenoviralen Vektors initiiert, was eine der PE &hnliche
Erkrankung provozierte, die durch Hypertonie, Proteinurie und glomeruldre Endotheliose
gekennzeichnet war.'®

Die Gene fiir sFitl und FItl liegen auf dem Chromosom 13. Dies konnte das vermehrte
Auftreten von PE bei Frauen, die ein Kind mit Trisomie 13 austragen, erkliren.'*® Des Weiteren
wurde eine primatenspezifische Variante von sFltl entdeckt (sFlt14), die eine besonders hohe
Affinitit zu VEGF besitzt und den bei PE typischerweise auftretenden Endothelschaden in
peripheren Organen bewirken konnte.'>* '3

Des Weiteren ist das vermehrte Vorliegen von sFltl und somit vermindert frei und wirksam
vorliegende PIGF sowie VEGF mit dem Auftreten einer [IUGR (intrauterine growth restriction,

Definition siehe unten) assoziiert.'*® ¥’

Eine Pilotstudie'®

zur sFItl-Apharese bei Frauen mit PE zeigte, dass die extrakorporale
Entfernung von sFltl zu einer Linderung der Symptome und zur moglichen Verlidngerung der
Schwangerschaft fithrte und bekriftigt die zentrale Rolle von sFltl in dem Krankheitsgeschehen

der PE.

1.3.3.4 Andere pathophysiologische Faktoren

sEng ist eine gekiirzte Form von Endoglin, einem Oberflichenrezeptor fiir TGF-f (engl.
transforming growth factor beta) und ist bei PE, #hnlich dem sFltl, hochreguliert.''® Im
Rattenmodell amplifiziert sEng den durch sFltl verursachten Endothelschaden und fiihrt zu
einem Krankheitsbild, das jenem einer schweren PE und dem HELLP-Syndrom éhnlich ist.'”
Interessanterweise ist sEng auch in Schwangerschaften erhoht, die durch SGA (engl. small for
gestational age), nicht jedoch durch PE gekennzeichnet sind.''® *” Die genaue Bedeutung von
sEng im Krankheitsgeschehen der PE und seine Beziehung zu sFlt1 wird erforscht.

NO (engl. nitric oxide; Stickstoffmonoxid), welches vasodilatatorische Eigenschaften hat und in

der Schwangerschaft den peripheren GefiaBwiderstand reguliert, wird als Mediator von VEGF
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und TGF-f gesehen und konnte in die Pathogenese der PE involviert sein.'*”’ Bei Patienten mit
PE wurde eine veridnderte NO-Produktion beobachtet, die mit zirkulierendem sFItl und sEng

invers korrelierte.'*

1.3.4 Die Bedeutung der angiogenen und antiangiogenen Faktoren flr
die Diagnose und Pradiktion der Praeklampsie

Bis zum heutigen Tage konnte kein effektiver und verlédsslicher Bluttest fiir PE bestitigt

werden. !

Den Verédnderungen von angiogenen und antiangiogenen Faktoren wird jedoch eine
vielversprechende Funktion in der Diagnose und Préadiktion der PE zugesprochen.

Wihrend in der gesunden Schwangerschaft die Serumkonzentration von sFltl etwa bis zur
33. SSW gleich bleibt und schlieBlich bis zur Entbindung stetig ansteigt,''" '** kann bei Frauen,
die eine PE entwickeln, bereits ab der 20. SSW eine erhohte Serumkonzentration nachgewiesen
werden.''” Vor der 20. SSW sind keine Unterschiede zwischen Kontrollen und prieklamptischen
Schwangerschaften festzustellen.''* '** Signifikante Unterschiede in der Serumkonzentration von
sFlIt1 zeigen sich bereits 5 bis 6 Wochen vor Auftreten klinischer Symptomatik.”o’ 143. 14 Die
Hohe der Serumkonzentration von sFltl korreliert dabei mit dem Schweregrad der
Erkrankung.'® "% 142

Fiir die Serumkonzentration von PIGF gilt in normaler Schwangerschaft ein stetiger Anstieg bis
zur 29.-32. SSW, gefolgt von einem Abfall bis zum Ende der Schwangerschaft.“o’ 5 Dieser
Abfall wird der Zunahme der sFlt1-Serumkonzentrationen zugeschrieben.110 In Fillen von PE ist
die Serumkonzentration von PIGF bereits im frithen zweiten Trimester (10.-11. SSW) niedriger
als in gesunder Schwangerschaft.!'® ! 114 145U gin Apfall der Serumkonzentration von PIGF
ist bereits 9 bis 11 Wochen vor Auftreten von Hypertonie und Proteinurie zu beobachten, wobei
sich ab 5 Wochen vor Beginn der PE ein eindeutiger Abfall bemerkbar macht.''” In einer Studie
zu PIGF-Serumkonzentrationen in der 21. bis 32. SSW konnten erniedrigte Werte in Fillen von
frith einsetzender PE (vs. spit einsetzende PE), von schwerer PE (vs. milder PE) und von PE mit
SGA-Feten vs. PE mit AGA-Feten (engl. appropiate size for gestational age) festgestellt

werden.''°

Die Serumkonzentrationen von PIGF verhalten sich umgekehrt proportional zu dem
Schweregrad der Erkrankung.'*’

Fiir die Bestimmung der Serumkonzentrationen von VEGF ist es bedeutsam zu wissen, dass die
erhiltlichen Testverfahren zum Teil freies, zum Teil gesamtes VEGF messen und somit zu
scheinbar voneinander abweichenden Ergebnissen fithren: Wihrend die Serumkonzentration von

gesamtem VEGF in priaeklamptischen Schwangerschaften im Vergleich zu gesunden
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Schwangerschaften erhoht ist, ist die Serumkonzentration von freiem, also nicht durch sFltl
gebundenem und somit wirksamem VEGF hier erniedrigt.'” Da zudem VEGF vor allem lokal
wirkt und der zirkulierende Anteil niedrig ist, ist die Messung von VEGF als diagnostischer
Marker der PE nicht als vorteilhaft einzustufen.

Die hier beschriebenen Verdanderungen der Serumkonzentrationen von sFltl und PIGF zeigen die
Moglichkeiten zur Diagnose- und Pridiktionshilfe der PE auf. In diversen Studien wurden die
Faktoren diesbeziiglich untersucht®® 10 1 114 137, 143145, 147,149, SUIST go - werden
unterschiedliche Odds Ratios, Sensitivititen und Spezifititen fiir variierende Cutoff-Werte fiir
PIGF und sFltl in verschiedenen Zeitfenstern beschrieben, die insgesamt fiir eine mogliche
Bedeutung in der Diagnose und Préadiktion der PE sprechen. Alle verweisen jedoch auf die
Notwendigkeit grolerer Studien.

In den genannten Studien wurden die Serum- bzw. Urinkonzentrationen von PIGF und sFltl
ausschlieBlich mit einem ELISA (engl., enzyme linked immunosorbant assay) von R&D Systems
(Minneapolis, Minnesota, USA) bestimmt. In einer Studie wurde ein automatisiertes
Immunoassay (Beckman Coulter, Fullerton, California) verwendet, welches jedoch einen noch
zu entwickelnden Prototyp darstellte und in weiterer Testung nicht bestehen konnte."”® In
weiteren Studien wurde erstmals ein automatisiertes System (Elecsys®, Roche, Penzberg,

Deutschland) verwendet, das bereits auf dem Markt erhiltlich ist.'™'®'
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2 Herleitung der Aufgabenstellung

Die PE ist eine schwerwiegende Erkrankung der Schwangerschaft, die mit einer weltweiten
Inzidenz von 3-5% auch heute noch eine der Hauptursachen fiir fetale und maternale Morbiditét
und Mortalitét darstellt. In Entwicklungsldndern macht sie 42% der Miittersterblichkeit und 15%
der Friihgeburtlichkeit aus. Trotz intensiver Forschung ist die Ursache der PE noch ungeklirt, es
wird bisher von einer multifaktoriellen Genese ausgegangen.

Die Diagnosestellung der PE erfolgt durch Messung des arteriellen Blutdrucks und der
Proteinausscheidung iiber den Urin, doch haben sich diese beiden Parameter angesichts
atypischer Verlaufsformen der PE als nicht ausreichend erwiesen. Zudem bilden sich maternale
und fetale Morbiditit und Mortalitédt durch diese Parameter nur unzureichend ab.

Das klinische Bild der PE reicht von milden, terminnahen Verldufen bis zu schweren, friih
auftretenden und rasch voranschreitenden Formen, die eine Beendigung der Schwangerschaft
und somit die Entbindung eines unreifen Kindes notwendig machen.

Die friihzeitige Erkennung von Hochrisikopatientinnen ist von grofler Bedeutung, da diese von
engmaschiger Uberwachung und Einweisung in spezialisierte Zentren besonders profitieren.
Eine frithe und zuverlédssige Diagnosestellung ermoglicht neben der Verordnung von Bettruhe
die medikamentdse Behandlung mit Steroiden (zur Induktion der fetalen Lungenreife),
Magnesium (zur Krampfprophylaxe) und Antihypertensiva (zur Kontrolle schwerer Hypertonie).
Die Veridnderungen von angiogenen bzw. antiangiogenen Faktoren im Serum, denen eine
Bedeutung in der Pathogenese der PE zugesprochen wird, konnten eine zukiinftige Bedeutung in
der Diagnosestellung einnehmen. So wurde nachgewiesen, dass bei Frauen mit PE die
Serumkonzentration des angiogenen Faktors PIGF erniedrigt ist, wihrend der des antiangiogenen
Faktors sFltl erhohte Serumkonzentrationen aufweist. Diese Verdnderungen zeigen sich vor
Manifestation der Erkrankung und eroffnen die Moglichkeit einer Fritherkennung der
Erkrankung. PIGF zeigt sich bereits in der 13. — 16. SSW verindert und sFltl zeigt frithestens 5
Wochen vor Manifestation der Erkrankung eine Veridnderung.

Durch die sich immer eindeutiger abzeichnende Bedeutung von sFItl und PIGF in der Diagnose
und Pridiktion der PE wird die Notwendigkeit eines validen und im klinischen Alltag schnell
durchfiihrbaren Testverfahrens dieser Parameter deutlich. Es stehen ELISA zur Verfiigung, die
jedoch nur im experimentellen Rahmen eine Rolle spielen konnen. Bisher wurden kaum
Testverfahren fiir den klinischen Kontext mit breiter Verwendung evaluiert.

In der vorliegenden Arbeit sollen mittels des fiir den klinischen Alltag entwickelten Elecsys®-
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Testsystems (Roche Diagnostics, Penzberg) die Serumkonzentrationen von sFltl und PIGF in
normaler und prieklamptischer Schwangerschaft bestimmt und verglichen werden.
Im Einzelnen wird folgenden Hypothesen nachgegangen:
1) Der automatisierte Elecsys-Test zur Messung von sFItl und PIGF unterscheidet
signifikant zwischen priaeklamptischen und gesunden Schwangerschaften.
a) Alle Priaeklampsiefille versus alle Kontrollen.
b) Unterformen der Praeklampsie (milde PE, schwere PE, Propf-PE und HELLP) versus
alle Kontrollen.
¢) Unterformen der Prieklampsie (frithe PE und spite PE) versus jeweilige Kontrollen.
2) Der Quotient sFIt1/PIGF ist aussagekriftiger als die einzelnen Parameter sFltl bzw.
PIGF.
3) Die Bestimmung eines Cutoff-Wertes fiir den Quotienten sFIt1/PIGF besitzt einen Nutzen

im klinischen Alltag und im Managemant der PE.
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3 Methodik

3.1 Untersuchungsgruppen

Im Rahmen einer Multicenterstudie von Roche Diagnostics (Penzberg, Deutschland) wurden am
Charit¢ Campus Virchow Klinikum Berlin von August 2007 bis Juni 2010 Frauen mit
Einlingsschwangerschaften in die Studie eingeschlossen. Zunichst wurde die Zustimmung der
Ethikkommission eingeholt. Des Weiteren gab jede Probandin vor Teilnahme eine schriftliche
Einwilligungserklarung. Zur Erfassung der Hintergrundinformationen jeder Probandin wurde ein
einheitliches Protokoll (Case Report Form; CRF) verwendet. Insgesamt wurden 338
Probandinnen in die Studie eingeschlossen: hiervon 232 Einlingsschwangerschaften mit
normalem Schwangerschaftsverlauf (Kontrollen, siche Definition unten), 64
Einlingsschwangerschaften mit pathologischem Schwangerschaftsverlauf im Sinne einer PE
(Falle, siehe Definition unten) und 42 Einlingsschwangerschaften mit
schwangerschaftsinduzierter Hypertonie (SIH), chronischer Hypertonie (cHT) bzw.
Gestationsproteinurie (GP).

Die Frauen wurden bei Aufnahme in den Kreiflsaal oder im Rahmen der ambulanten
Schwangerschaftsberatung auf die Studie aufmerksam gemacht und nach Einholung der
schriftlichen Einwilligungserkldrung wurden eine Datenerfassung mit Hilfe der CRFs sowie eine
Blutentnahme durchgefiihrt. Bei mehreren Visits zu einer Patientin wurde jeweils nur der erste in
die Auswertung einbezogen. So resultieren insgesamt 338 Blutproben, 232 davon von gesunden
Frauen (Kontrollgruppe), 64 von Frauen mit PE bzw. HELLP-Syndrom (Fallgruppe) und 18 von
Frauen mit SIH, 2 von Frauen mit cHT und 22 von Frauen mit GP.

Einschlusskriterien fiir die Fallgruppe waren das Vorhandensein der schriftlichen
Einwilligungserkldrung, maternales Alter > 16 Jahre und das Vorhandensein von PE laut unten
aufgefiihrter Definition. Ausschlusskriterien waren fehlende Einwilligungserkldarung, fehlende
Daten zur Entbindung, multiple Schwangerschaft, Antiphospholipidsyndrom, systemischer
Lupus erythematodes, andere Autoimmunkrankheiten, HIV, chronische Hepatitis und chronische
Behandlung mit Kortikosteroiden oder nicht steroidalen Antiinflammatorien aufler niedrig
dosiertem Aspirin < 150 mg/Tag.

Einschlusskriterien fiir die Kontrollgruppe waren das Vorhandensein der schriftlichen

Einwilligungserkldrung, maternales Alter > 16 Jahre und ein normaler Schwangerschaftsverlauf.
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Ein normaler Schwangerschaftsverlauf ist hier definiert als Schwangerschaft mit Blutdruck
< 140 mmHg systolische bzw. <90 mmHg diastolisch und einer Proteinausscheidung von
< 300 mg/24Std bzw. < ,,+* fiir Protein im U-Stix. Ausschlusskriterien waren die Diagnose einer
PE oder eines HELLP-Syndroms bei der Mutter, eine IUGR bei dem Kind und alle weiteren
Kiriterien, die fiir die Fallgruppe gelten.

Eine PE wurde nach der “International Society for the Study of Hypertension in Pregnancy
(ISSHP)* '° definiert. Nach dieser Klassifikation liegt eine PE bei Neuauftreten von Hypertonie
und Proteinurie nach der 20. SSW vor. Hypertonie ist definiert als RR > 140 mmHg systolisch
und/oder > 90 mmHg diastolisch in wiederholten Messungen, die mindestens 6 Std., jedoch
hochstens 1 Woche auseinander liegen ». Eine signifikante Proteinurie wird definiert als
> 300 mg Protein/24 Std (oder in Ausnahmefillen ein U-Stix von Protein > ,+“ in mehr als
einem Fall bzw. 30 mg/dL Protein in einer Urinprobe, falls keine 24 Std.-Urinsammlung
erfolgen konnte) > Alle Patientinnen, die diese Kriterien erfiillten, wurden in die Fallgruppe
eingeschlossen. Fiir die Auswertung wurde diese weiter unterteilt.

Eine SIH wurde definiert als das alleinige Auftreten von Hypertonie nach der 20. SSW, wihrend
ein cHT als Bestehen bzw. Auftreten von Hypertonie vor der 20. SSW definiert wurde. Eine GP
wurde definiert als Auftreten von Proteinurie ohne Hypertonie definiert.

Es erfolgte eine Unterteilung der Fallgruppe in milde PE (mPE, n=31), schwere PE (sPE,
n = 20), Propf-PE (pPE, n =7) und HELLP-Syndrom (HELLP, n = 6). Eine schwere PE wurde
nach dem ,,American Congress of Obstetricians and Gynocologists (ACOG)“10 definiert als
Symptome einer PE plus eine der folgenden Kriterien: nach der 20. SSW neu aufgetretene
Hypertonie von > 160 mmHg systolisch und/oder > 110 mmHg diastolisch, eine Proteinurie von
> 5g /24Std, neurologische Symptome (persistierende, schwere Kopfschmerzen, die nicht mit
Analgetika zu behandeln sind; persistierende visuelle Storungen), Oligurie von < 0,5 L/24Std,
erhohte Transaminasen (mehr als das Doppelte des hochsten Wertes des Referenzintervalls),
Thrombozytopenie von < 100 /nL oder IUGR (Definition siehe unten).

Eine Propf-PE wurde nach der ,National High Blood Pressure Education Program Working
Group on High Blood Pressure in Pregnancy* definiert als cHT plus eines der folgenden
Kriterien: neu aufgetretene Proteinurie nach der 20. SSW, plotzlicher Anstieg der Hypertonie,
Auftreten von Thrombozytopenie und/oder erhohten Transaminasen. Bei vorbestehender
Proteinurie wurde ein plotzlicher Anstieg der Proteinurie als eine Propf-PE definiert.

Das HELLP-Syndrom wurde definiert als erhohte Transaminasen (mehr als das Doppelte des

hochsten Wertes des Referenzintervalls), Thrombozytopenie von < 100 /nL plus ein Zeichen der
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Héamolyse: erhohtes LDH (mehr als das Doppelte des hochsten Wertes des Referenzintervalls),
erhohtes indirektes Bilirubin von > 1,2 mg/dL oder verringertes Haptoglobin von < 0,3 g/L.

Als milde PE wurden alle Fille definiert, auf die die Kriterien der schweren PE, Propf-PE und
HELLP-Syndrom nicht zutrafen.

Eine Eklampsie wurde nach der ,,National High Blood Pressure Education Program Working
Group on High Blood Pressure in Pregnancy“5 definiert als Krimpfe, die mit einer
schwangerschaftsassoziierten Hypertonie (SIH) auftreten und auf keine andere Pathogenese
zuriickzufiihren waren. In dieser Studie lag kein Fall einer Eklmpsie vor.

Eine TUGR ist nach dem Studienprotokoll definiert als geschitztes Fetalgewicht oder
Abdomenumfang < 5. Perzentile (angepasst an Geschlecht und Ethnie nach den am Klinikum
verwendeten Referenztabellen) in Anwesenheit von Oligohydramnion (engl. amniotic fluid
index, AFI < 10. Perzentile) oder pathologischem Fluss der Arteria umbilicalis (engl. pulsatily
index, PI > 95. Perzentile). Die Gruppe der IUGR wurde in dieser Studie nicht untersucht.
Untergewichtige bzw. zu kleine Neugeborene (engl. small for gestational age; SGA) wurden
definiert als geschitztes Fetalgewicht oder Abdomenumfang < 5. Perzentile (angepasst an
Geschlecht und Ethnie nach den am Klinikum verwendeten Tabellen) in Abwesenheit einer
Pathologie. Die Gruppe der SGA wurde in dieser Studie nicht untersucht.

Eine weitere Unterteilung der gesamten Fallgruppe erfolgte nach dem Zeitpunkt des Auftretens:
Alle Fille mit Beginn der Erkrankung < 34+0 SSW wurden als friih einsetzende PE (frPE), alle
Fille > 34+0 SSW als spit einsetzende PE (spPE) klassifiziert.

Da der friiheste eingeschlossene Fall in der 24. SSW (in Tagen 164) auftrat, wurden fiir alle
Vergleiche zwischen Kontrollen und Fillen nur jene Patientinnen eingeschlossen, die frithestens
an dem 164. Tag der Schwangerschaft rekrutiert wurden. Somit ergab sich eine Kontrollgruppe

von 184 Frauen und insgesamt 35 Frauen mit SIH (n = 16), GP (n = 17) oder cHT (n = 2).

3.2 Untersuchungsmaterial

Das Datum der Blutabnahme wurde im CRF dokumentiert. Die vendse Blutabnahme wurde
gemil den allgemeinen Standardprozeduren in Riickenlage durchgefiihrt. Alle Schritte wurden
ohne Zeitverzogerung durchgefiihrt, freier Blutfluss unter milder Aspiration wurde sichergestellt,
um Hiamolyse zu vermeiden.

10ml Blut wurden aus der Kubitalvene in eine Sarstedt S-Monovette oder ein gleichartiges
Standardblutabnahmegefi3 entnommen. Nach Fiillung des Abnahmerohrchens wurde die

Vermischung von Blut und Antikoagulanz durch dreimaliges Umkehren gewihrleistet.
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Frithestens 30 min, spétestens 180 min nach der vendsen Blutabnahme, wurde das Serum durch
Zentrifugation fiir 10 min bei 2000 x g bei Raumtemperatur in einer ungekiihlten Zentrifuge
gewonnen.

Das Serum (4-5 ml) wurde mit Hilfe einer Eppendorf Pipette in die Probenrohrchen iiberfiihrt.
Dabei wurde darauf geachtet, das Serum ohne Sediment oder Pellet abzupipettieren.

Die Probenrohrchen wurden zum Einfrieren mit den entsprechenden Serum-Barcodelabels
versehen. Das Barcodelabel mit der identischen Patientennummer wurde auf dem
entsprechenden CRF aufgeklebt. Das Serum wurde spétestens 6 Std nach der Blutabnahme
eingefroren.

Fiir Lagerung iiber einen Zeitraum von 2 Wochen hinaus wurden die Proben in einem -80 °C
Gefrierschrank untergebracht. Lagerung bei -20 °C erfolgte nur bis zu 2 Wochen.

Die Bestimmung der Konzentrationen von sFItl und PIGF einer Probe wurde parallel bestimmt.
Die gesamte Messung wurde mit einem Elecsys® MODULAR ANALYTICS E170
durchgefiihrt. Fiir jede Probe wurde die sFlt1/PIGF-Ratio errechnet.

3.3 Immunassay

3.3.1 Chemikalien und Gerate: sFit1

e Streptavidin- beschichtete Mikropartikel (transparente Kappe, 1 Flasche, 6,5 mL)
0,72 mg/mL; Konservierungsmittel.

¢ Biotinylierte, monoklonale Anti-sFlIt1-Antikorper (Maus) (graue Kappe, 1 Flasche, 9 mL)
0,5 mg/L; Phosphatpuffer 100 mmol/L, pH 7,2; Konservierungsmittel.

e Monoklonale Anti-sFIt1-Antikorper (Maus) (schwarze Kappe, 1 Flasche, 9 mL), markiert

mit einem Rutheniumkomplex (Tris(2,2’-bipyridyl)ruthenium(Il)-complex (Ru(bpy):*)

1,0 mg/L; Phosphatpuffer 100 mmol/L, pH 7,2; Konservierungsmittel.

e Roche Best.-Nr. 05109531190, sFlitl1 CalSet fiir 4 x 1 mL

e Roche Best.-Nr. 05156394190, PreciControl sFltl, fiir 2 x 1 mL jew. PreciControl sFlt1
142

e Zusitzlich:

¢ Roche Elecsys® MODULAR ANALYTICS E170

¢ Allgemein iibliche Laborausriistung

® Roche Best.-Nr. 12135019, ProCell M, 2 x 2 L Systempuffer
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e Roche Best.-Nr. 12135027, CleanCell M, 2 x 2 L Messzellen-Reinigungslosung

¢ Roche Best.-Nr. 03023141, PC/CC-Cups, 12 Gefille zum Vortemperieren von ProCell M
und CleanCell M

e Roche Best.-Nr. 03005712, ProbeWash M, 12 x 70 mL Reinigungslosung fiir den
Runabschluss und zum Spiilen bei Reagenzwechsel

¢ Roche Best.-Nr. 03004899, PreClean M, 5 x 600 mL Detektions-Reinigungslosung

e Roche Best.-Nr. 12102137, AssayTip/AssayCup Combimagazine M, 48 Magazine je 84
Reaktionsgefille bzw. Pipettenspitzen, Abfallbeutel

e Roche Best.-Nr. 03023150, WasteLiner, Abfallbeutel

e Roche Best.-Nr. 03027651, SysClean Adapter M

e Roche Best.-Nr. 11298500, Elecsys® SysClean, 5 x 100 mL, System-Reinigungslosung

3.3.2 Chemikalien und Gerate: PIGF

e Streptavidin- beschichtete Mikropartikel (transparente Kappe, 1 Flasche, 6,5 mL)
0,72 mg/mL; Konservierungsmittel.

¢ Biotinylierte, monoklonale Anti-PIGF-Antikérper (Maus) (graue Kappe, 1 Flasche,
8 mL) 0,6 mg/L; Phosphatpuffer 50 mmol/L, pH 6,0; Konservierungsmittel.

¢ Monoklonale Anti-PIGF-Antikorper (Maus) (schwarze Kappe, 1 Flasche, 8 mL),

markiert mit einem Rutheniumkomplex (Tris(2,2’-bipyridyl)ruthenium(II)-complex

(Ru(bpy):*) 4,0 mg/L; Phosphatpuffer 50 mmol/L, pH 6,0; Konservierungsmittel.

e Roche Best.Nr. 05144701190, PIGF CalSet, fiir 4 x 1 mL
e Roche Best.Nr. 05144728190, PreciControl PIGF, fiir 2 x 1 mL jeweils von PreciControl
PIGF 1+2

e Zusitzliche Chemikalien bzw. Gerite siehe unter 3.3.1
3.3.3 Testprinzip

Die durchgefiihrten Immunassays fiir sFltl und PIGF erfolgen nach selben Prinzip. Der Assay ist
ein Sandwich-Assay mit einer Gesamtdauer von 18 min. Wéhrend der ersten Inkubation bilden
20 puL der sFlt1-Probe bzw. 50 uL der PIGF-Probe, ein biotinylierter monoklonaler sFlt1- bzw.
PIGF-spezifischer Antikorper und ein mit Ruthenium-Komplex markierter monoklonaler sFIt1-

bzw. PIGF-spezifischer Antikorper einen Sandwich-Komplex. Wihrend der zweiten Inkubation
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wird nach Zugabe von mit Streptavidin beschichteten Mikropartikeln der Komplex durch Biotin-
Streptavidin Wechselwirkung an die Festphase gebunden. Das Reaktionsgemisch wird in die
Messzelle iiberfiihrt, wo die Mikropartikel durch magnetische Wirkung an der Oberfliche der
Elektrode fixiert werden. Danach werden die ungebundenen Substanzen mit ProCell entfernt.
Durch Anlegen einer Spannung wird die Chemilumineszenzemission induziert und mit dem
Photomultiplier gemessen. Die Ergebnisse werden anhand einer Kalibrationskurve ermittelt.
Diese wird durch eine 2-Punkt-Kalibration und eine iiber den Reagenzbarcode mitgelieferte
Masterkurve geritespezifisch generiert.

Der Messbereich fiir sFltl ist 10-85.000 pg/mL, mit einer Nachweisgrenze von 10 pg/mL und
einer Bestimmungsgrenze von < 15 pg/mL.

Fiir PIGF ist der Messbereich 3-10.000 pg/mL, mit einer Nachweisgrenze von 3 pg/mL und einer

Bestimmungsgrenze von < 10 pg/mL.

3.4 Statistische Analyse

Die statistische Auswertung erfolgte unter Anwendung von SPSS fiir Windows, Version 19,0
SPSS Inc., Chicago, USA.

Zur Testung der einzelnen Parameter auf Normalverteilung wurden die Daten statistisch anhand
des Kolmogorov-Tests {iiberpriift. Der Pearson’s chi-square-Test wurde verwendet zum
Vergleich kategorialer Daten. Zur statistischen Testung kontinuierlich skalierter Variablen wurde
der der Kruskal-Wallis-Test bzw. Mann-Whitney U-Test verwendet, da die Daten nicht
normalverteilt waren.

Zur multivariaten statistischen Analyse der Wahrscheinlichkeit des Vorliegens einer PE bei
einem sFIt1/PIGF von mindestens 70 wurde die logistische Regression im Vorwértsmodell
verwendet.

Das statistische Signifikanzniveau wurde als zweiseitiges Alpha von 0,05 definiert, d.h. eine
Signifikanz wurde angenommen, wenn der errechnete p-Wert < 0,05 war. Der p-Wert ist ein
MabB fiir die Wahrscheinlichkeit der Null-Hypothese. Die Null-Hypothese besagt, dass zwei zu
vergleichende Gruppen hinsichtlich des zu untersuchenden Merkmals vergleichbar sind. Die
Null-Hypothese wird abgelehnt, wenn der p-Wert < 0,05 ist. In diesem Fall ist von einem

signifikanten Unterschied zwischen den zu vergleichenden Gruppen auszugehen.
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4 Ergebnisse

4.1 Patientengruppen: klinische Daten

Um einen Uberblick iiber die untersuchten Gruppen zu bekommen, wurden zunichst die
klinischen Daten der gesamte Fallgruppe (n = 64) mit der Kontrollgruppe (n = 184) verglichen.
SchlieBlich erfolgte die Unterteilung der Fallgruppe in milde PE (n = 31), schwere PE (n = 20),
Propf-PE (n=7) und HELLP-Syndrom (n=6); der Vergleich wurde jeweils zur gesamten
Kontrollgruppe gezogen. Eine weitere Unterteilung der Fallgruppe erfolgte in friih einsetzende
PE (n =24) und spit einsetzende PE (n = 40), die jeweils mit einer fiir das Gestationsalter bei
Blutentnahme gematchte frithe (n=121) und eine spite (n=63) Kontrollgruppe verglichen
wurden.

Die Tabellen 1 und 2 machen deutlich, dass sich die untersuchten Gruppen in ihren
Basischarakteristika teils eindeutig unterschieden. Das Alter und die GroBle waren insgesamt
nicht signifikant unterschiedlich, die Gruppe des HELLP-Syndroms unterschied sich in der
GroBe als einzige signifikant von der Kontrollgruppe und den anderen Fallgruppen (milde,
schwere und Propf-PE). Bei Betrachtung des Gewichts und des BMI vor Schwangerschaft traten
im Besonderen die Gruppen der friih einsetzenden PE, der milden PE und der Propf-PE mit
signifikant hoheren Werten im Vergleich zu den Kontrollen bzw. zu der Gruppe der schweren
PE hervor. Der diastolische und systolische Blutdruck war in allen Fallgruppen signifikant hoher
als in den Kontrollgruppen. Untereinander verglichen waren die Blutdruckwerte der friih
einsetzenden PE Gruppe signifikant hoher als jene in der spit einsetzenden PE Gruppe, wihrend
in der anderen Aufteilung der Fallgruppe vor allem die Gruppen der schweren PE und der Propft-
PE mit signifikant hoheren Werten des systolischen Blutdrucks hervortraten. Bei Betrachtung
von Gestationsalter bei Entbindung und Geburtsgewicht waren signifikante Unterschiede zur
Kontrollgruppe vor allem von den Gruppen der friih einsetzenden PE und der schweren PE zu
beobachten, wobei sich die friih einsetzende PE Gruppe zusitzlich von der spit einsetzenden PE
Gruppe signifikant unterschied und die schwere PE signifikante Unterschiede zu milder PE und
Propf-PE aufwies. Zusammenfassend sei festgehalten, dass die Gruppen der frith einsetzenden
PE und der schweren PE die schwersten Verldufe der Erkrankung und die damit verbundenen
Komplikationen aufwiesen.

Es ist fir die Auswertung im Folgenden wichtig darauf hinzuweisen, dass sich das



Tabelle 1: Vergleich klinischer Daten von allen Féllen und den Gruppen milde PE, schwere PE, Propf-
PE und HELLP-Syndrom versus alle Kontrollen

Kontrollen | alle Fille milde PE schwere PE Propf-PE HELLP
Alter (Jahre), MW + SF 30,8 +6,3 |29,8+6,7 295+7,2 30,2 +5,7 32,0+7,7 27,5+6,8
Gewicht vor Grav. (Kg), MW +SF | 62,6 +11,7 | 70,9 £ 16,9* | 74,7 £ 18,1* 61,8 +10,5 81,3 +£20,3* 67,0+£9,7
GroBe (cm), MW + SF 167,0+£6,6 | 167,2+74 167,0 £ 6,7 166,4 +7,0 164,0 £ 8,6 174,7+7,9*
Pri-BMI (kg/m?%), MW + SF 224+3,6 |254+6,1* 26,8 £ 6,8* 22,5+3,6 300+£64* 21,9+25
diastolischer Blutdruck (mmHg), | 68,0+9,1 | 96,1 +£10,9* | 94,0 + 6,4* 101,2+ 12,6 943 +127* 91,7+17,5%*
MW + SF
systolischer Blutdruck (mmHg), 109,3 + 148,1 = 143,1 + 1554 + 1534 + 1433 +
MW + SF 11,4 13,8% 8,9* 16,5% 11,3%* 17,5%
Geburtsgewicht (g), MW + SF 2895,7 + 24334 + 3032,9 £ 812,1 1464,1 + 2757,1 + 2189,5 +
903,8 1134 ,4* 668,4* 14843 1308,6
SSW bei Geburt (Woche), MW + | 373+4,0 | 355+4,8* 37,8+£3,2 32,5 £4,4% 353+6,3 339+6,2
SF
SSW bei Visit (Woche), MW +SF | 31,8 +5,3 | 34,8 £4,9* 36,9 £ 3 4% 31,7+4,6 35,1+64 33,7+6,6
PE in voriger Grav., Ja 3(1,6) 10 (15,6) 4(12,9) - 4 (57,1) -
absolute Zahl (%) nein 181 (98,4) | 54 (84,4) 27 (87,1) 20 (100,0) 3 (42,9) 6 (100,0)
PE in Familie, Ja 2 (1,1) 8 (12,5) 2 (6,5) 4 (20,0) 1(14,3) 1(16,7)
absolute Zahl (%) nein 160 (87,0) | 48 (75,0) 24 (77,4) 15 (75,0) 4(57,1) 5(83,3)
unbek. 22 (12,0) 8 (12,5) 5(16,1) 1(5,0) 2 (28,6) -
Priaexistenter DM, Ja 1(0,5) 4(6,3) 2 (6,5) - 2 (28,6) -
absolute Zahl (%) nein 183 (99,5) | 60 (93,8) 29 (93,5) 20 (100,0) 5(71,4) 6 (100,0)
Rauchverhalten aktuell 23 (12,5) 34,7) 2 (6,5) - 1(14,3) -
ehemals | 53 (28,8) 16 (25,0) 4(12,9) 7 (35,0) 2 (28,6) 3 (50,0)
Nie 103 (56,0) | 44 (68,8) 24 (77,4) 13 (65,0) 4(57,1) 3(50,0)
unbek. 52,7 1(1,6) 1(3,2) - - -
n 184 64 31 20 7 6

Angewandte Tests: Mann-Whitney-U-Test bzw. Pearson’s chi-square-Test, alle Angaben in absoluten Zahlen (+ Standardfehler bzw.
Angaben in Prozent), * p<0,05 im Vergleich zu Kontrollen, PE = Prdeklampsie, HELLP = haemolysis, elevated liver enzymes, low

platelet count, MW = Mittelwert, SF = Standardfehler, Grav.

Schwangerschaft, SSW = Schwangerschaftswoche, unbek. = unbekannt, DM = Diabetes mellitus, n = Anzahl

Graviditdt, BMI = body mass index, prd-BMI = BMI vor

ve
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Tabelle 2: Vergleich klinischer Daten von frith bzw. spat einsetzender PE
versus friihe und spate Kontrollen

friihe frPE spite spPE
Kontrollen Kontrollen

Alter (Jahre), MW + SF 30,46 £ 6,23 31,0+6,1 31,54 + 6,34 29,1+70
Gewicht vor Grav. (Kg), 61,58 + 69,5 + 64,62 + 71,7 +
MW + SF 11,6 17.8* 11,66 16,5"
GroBe (cm), MW + SF 166,78 + 6,7 1654 + 8,1 167,39 £ 6,5 168,4 £ 6,8
Pri-BMI (kg/mz), MW £SF | 22,10 £3,69 255+6,3* 23,03 £ 3,49 25,3+£6,1
diastolischer Blutdruck 66,45 + 102,2 + 71,11 + 92,4 +
(mmHg), MW + SF 9,04 11,84€¢ 8,49 8,6°
systolischer Blutdruck 107,07 + 156,3 + 113,65 + 143,1 +
(mmHg), MW + SF 11,30 14,34€¢ 10,40 11,08
Geburtsgewicht (g), 2660,65 + 13343 + 3347,14 30929 +
MW < SF 958,00 813,64 565,55 706,5
SSW bei Geburt (Woche), 36,04 = 30,5+ 39,79 = 385+
MW + SF 4,22 4,0¢ 1,80 2,0°
SSW bei Visit (Woche), 28,62 = 3,07 29,5+£3,5 38,06 £2,41 38,0 £2,04
MW + SF
PE in voriger ja - 4 (16,7) 3(4,8) 4 (10,0)
Grav., absolute  pejn 121 (100,0) 20 (83,3) 60 (95,2) 36 (90,0)
Zahl (%)
PE in Familie, ja 2(1,7) 5(20,8) - 3(7,5)
absolute Zahl nein 101 (83,5) 17 (70,8) 59 (93,7) 31 (77,5)
(%) unbek. 18 (14,9) 2 (8,3) 4(6,3) 6 (15,0)
Priexistenter ja 1(0,8) 1(4,2) - 3(7,5)
DM, absolute nein 120 (99,2) 23 (95,8) 63 (100,0) 37 (92,5)
Zahl (%)
Rauchverhalten aktuell 15(12,4) - 8 (12,7) 3(7,5)

ehemals | 34 (28,1) 7 (29,2) 19 (30,2) 9 (22,5)

nie 68 (56,2) 16 (66,7) 35 (55,6) 28 (70,0)

unbek. 4(3,3) 1(4,2) 1(1,6) -
Anzahl insgesamt 121 24 63 40

Angewandte Tests: Mann-Whitney-U-Test bzw. Pearson’s chi-square-Test, alle Angaben in absoluten
Zahlen (+ Standardfehler bzw. Angaben in Prozent), A p < 0,05 im Vergleich zu den friihen
Kontrollen, B p < 0,05 im Vergleich zu den spéten Kontrollen, ¢ p < 0,05 im Vergleich zu spét
einsetzender Prdeklampsie; MW = Mittelwert, SF = Standardfehler; frPE = friih einsetzende
Préaeklampsie; spPE = spét einsetzende Prdeklampsie, PE = Praeklampsie; Grav. = Graviditat, BMI
= body mass index, prd-BMI = BMI vor Schwangerschaft, SSW = Schwangerschaftswoche, unbek.
= unbekannt, DM = Diabetes mellitus
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Gestationsalter bei Blutentnahme in der gesamten Fallgruppe bzw. der Untergruppe milde PE
signifikant von jenem der Kontrollgruppe unterschied.
Abschlielend ist festzuhalten, dass sich die Fallgruppen in den fiir die PE relevanten Daten wie

BMI, Blutdruck und Proteinurie eindeutig von den Kontrollgruppen unterschieden.

42 sFit1, PIGF und Quotient in der gesunden
Schwangerschaft

Um die Werte der Fallgruppe bzw. ihren Untergruppen vergleichen und interpretieren zu
konnen, wurde zundchst eine getrennte Betrachtung der Werte fiir sFltl, PIGF und ihrem
Quotienten (sFIt1/PIGF) in der gesamten Kontrollgruppe (n =232, d.h. inklusive jener, die vor
dem 164. Tag der Schwangerschaft eingeschlossen wurden) vorgenommen. Dadurch sollte eine
Aussage iiber ihren zeitlichen Verlauf in der gesunden Schwangerschaft moglich gemacht
werden. Hierzu wurden Streudiagramme mit Anpassungslinie (quadratisch, mit 5., 50. und
95. Perzentile) erstellt (Abbildungen 1 A-C).

In Abbildung 1 A wird deutlich, dass der gemessene Wert im Serum fiir sFltl etwa bis zur
30. SSW leicht zunahm, wihrend ein deutlich stirkerer Anstieg von hier bis zum Ende der
Schwangerschaft festzustellen war. Der Mittelwert £ Standardfehler lag bei 2455,73 +
116,81 pg/mL (95 % KI 2225,57-2685,88 pg/mL, Minimum 405,90 pg/mL; Maximum
9921,00 pg/mL).

Bei den Serumkonzentrationen von PIGF (Abbildung 1B) war eine dem sFlItl annihernd
gegenldufige Verdanderung zu beobachten: Anstieg bis zur 30. SSW, schlieBlich rascheres
Absinken bis zum Ende der Schwangerschaft. Der Mittelwert + Standardfehler lag bei 439,27 +
36,75 pg/mL (95 % KI 366,87-511,68 pg/mL; Minimum 31,44 pg/mL, Maximum
6444,0 pg/mL).

Der sFIt1/PIGF-Quotient (Abbildung 1 C) hatte einen Mittelwert + Standardfehler von 16,46 +
2,25 pg/mL (95 % KI 12,02-20,90 pg/mL; Minimum 0,40 pg/mL, Maximum 296,44 pg/mL) und
wies in der logarithmischen Darstellungsform einen U-formigen Verlauf {iiber die

Schwangerschaft auf.
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Abbildung 1: Serumkonzentrationen von sFlt1, PIGF und sFit1/PIGF in der
gesunden Schwangerschaft
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4.3 sFIt1, PIGF und Quotient bei Praeklampsie

4.3.1 Vergleich aller Praeklampsie-Falle mit der Kontrollgruppe

4.3.1.1 Deskriptive Statistik

Zunachst wurde die deskriptive Statistik der Werte fiir sFlt1, PIGF und ihrem Quotienten von der
Kontrollgruppe (n = 184) jener der gesamten Fallgruppe (n = 64) gegeniibergestellt (Tabelle 3).
Dabei wurden signifikante Unterschiede deutlich: Sowohl sFlt1 als auch der sFlt1/PIGF-Quotient
war signifikant erhoht (in pg/mL; sFltl: Fille 10887,85 + 878,37 vs. Kontrollen 2684,80 +
138,41, bzw. Quotient: Fille 276,97 + 38,86 vs. Kontrollen 18,03 £ 2,82; jeweils p <0,001),
wihrend PIGF in der Fallgruppe signifikant niedriger war (in pg/mL; 67,74 £ 5,53 vs. 496,27 +
44,96, p < 0,001).

Verglich man die Konzentrationen von sFltl, PIGF und ihrem Quotienten im Laufe der
Schwangerschaft bei Kontrollen und Fillen, so wurde deutlich, dass sich jeweils ein
unterschiedliches Profil dabei ergab (sieche Abbildungen 2 A-C).

Um die Bedeutung der jeweiligen Ausreiller bei sFltl, PIGF und sFIt1/PIGF zu untersuchen,
wurden einmalig nur jene Werte < 30.000 fiir sFlt1, < 2500 fiir PIGF und < 850 fiir sFlt1/PIGF
mit jenen der Kontrollgruppe verglichen. Auch hier wurde dieses hohe Signifikanzniveau

erreicht, was auf einen zu vernachlissigen Einfluss der Ausreifler schlieBen lief3.

4.3.1.2 ROC-Kurven

Um die diagnostische Genauigkeit mit entsprechender Sensitivitit und Spezifitit zu untersuchen,
wurden ROC-Kurven erstellt (siehe Abbildung 3A-C). Fiir sFItl ergab sich hier eine AUC (area
under the curve) von 0,92, fiir PIGF eine AUC von 0,94. Fiir ihren Quotienten (sFlt1/P1GF)
ergab sich die grofite AUC von 0,96.
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Tabelle 3: deskriptive Statistik der Serumkonzentrationen von sFIt1, PIGF und

sFIt1/PIGF

Kontrollgruppe

Fallgruppe

Mittelwert + Standardfehler

2684,80 + 138,41

10887,85 + 878,37*

95% KI des Untergrenze 2411,72 9132,56

1 Mittelwerts Obergrenze 295788 1264314

9

pg/mL 5% getrimmtes Mittel 2476,05 10458,27
Median 2196,00 8665,50
Standardabweichung 1877,45 7026,98
Minimum 405,90 292,40
Maximum 9921,00 30349,00
Mittelwert + Standardfehler 496,27 + 44,96 67,74 £ 5,53*
959% KI des Untergrenze 407,55 56,70
Mittelwerts

PIGF, Obergrenze 584,98 78,79

pg/mL 5% getrimmtes Mittel 414,71 63,90
Median 342,70 54,44
Standardabweichung 609,90 4423
Minimum 31,44 12,73
Maximum 6444,00 200,90
Mittelwert + Standardfehler 18,03 £2,82 276,97 + 38,86*
95% KI des Untergrenze 12,46 190,31
Mittelwerts Obergrenze  23.59 345,63

SFILIPIGE 56, ootrimmtes Mittel 11,56 225,29
Median 5,47 153,59
Standardabweichung 38,25 310,89
Minimum 0,40 10,02
Maximum 296,44 1335,05

Angewandter Test: Mann-Whitney-U-Test; alle Angaben in absoluten Zahlen, * p < 0,001 im Vergleich zu
der Kontrollgruppe, sFit1 = soluble fms-like tyrosine kinase 1; PIGF = placental growth factor, Kl =
Konfidenzintervall
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Abbildung 2: Serumkonzentrationen von sFlt1, PIGF und sFlt1/PIGF im Vergleich
aller Falle mit allen Kontrollen
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Abbildung 3: ROC-Kurven von sFlt1, PIGF und sFIt1/PIGF im Vergleich aller Falle
mit allen Kontrollen
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4.3.2 Vergleich chronischer Hypertonus, schwangerschaftsinduzierter
Hypertonus, Gestationsproteinurie, milde und schwere Praeklampsie,
Propf-Praeklampsie, HELLP-Syndrom und Kontrollgruppe

4.3.2.1 Deskriptive Statistik

Auch fiir die Untergruppen der PE wurde deskriptive und analytische Statistik durchgefiihrt, um
die Aussagekraft der Marker in den einzelnen Gruppen zu vergleichen. Tabelle 4 zeigt die
jeweiligen Mittelwerte (+ Standardfehler) der einzelnen Gruppen fiir sFltl, PIGF und den
Quotienten sFIt1/PIGF, Tabelle 5 fiihrt die jeweiligen p-Werte im Vergleich aller Gruppen
zueinander auf.

Bei Betrachtung der Tabelle 5 wird deutlich, dass sich bei den Konzentrationen von sFltl, PIGF
und dem Quotienten ein signifikanter Unterschied aller Falluntergruppen im Vergleich zu der
Kontrollgruppe abzeichnete (jeweils p < 0,001, aufler fiir sFItl bei Propf-PE vs. Kontrolle: p =
0,108). Auch die Gruppen der SIH und GP unterschieden sich in allen Parametern signifikant
von der Kontrollgruppe (SIH: p jeweils < 0,001, GP: p <0,031). Fiir die Gruppe der cHT waren
dagegen keine signifikanten Unterschiede zur Kontrollgruppe festzustellen.

Im Vergleich der Gruppen cHT, SIH und GP untereinander waren keine signifikanten
Unterschiede festzustellen, wihrend im Vergleich dieser zu den Falluntergruppen groftenteils
signifikante Unterschiede zu beobachten waren. Eine Ausnahme bildete hier die Gruppe der
Propf-PE, die sich nur fiir PIGF signifikant von den Gruppen der cHT, SIH und GP unterschied.
Des Weiteren war fiir die milde PE kein signifikanter Unterschied fiir PIGF vs. der Gruppe der
SIH festzustellen.

Im Vergleich der Falluntergruppen untereinander war nur im Vergleich milde vs. schwere PE fiir
alle Parameter ein signifikanter Unterschied auszumachen. sFltl unterschied des Weiteren
signifikant die Gruppen der Propf-PE und des HELLP-Syndroms von der schweren PE, wihrend
PIGF die Gruppen der Propf-PE und des HELLP-Syndroms von der milden PE signifikant
unterschied. Der Quotient sFlt1/PIGF war zum einen signifikant unterschiedlich im Vergleich
der Gruppe der Propf-PE zur Gruppe der schweren PE, zum anderen im Vergleich der Gruppe
des HELLP-Syndroms zur Gruppe der milden PE. Die Gruppe der Propf-PE unterschied sich in

keinem der Parameter von der des HELLP-Syndroms.



Tabelle 4: sFlt1, PIGF und sFIt1/PIGF im Vergleich der PE-Untergruppen

Kontroll- | cHT SIH GP Milde PE Schwere PE Propf-PE HELLP-

gruppe Syndrom
sFIt1 (pg/mL); 2684,80 + | 2410,50 + 527029 + 4361,31 + | 8809,48 + 16592,15 + 6602,20 + 7611,67 +
MW + SF 138,41 1074,50 659,75 827,59" | 897,06 *5P | 1666,86 5P 2744,16 650,85 “B°P
PIGF (pg/mL); 496,27 + | 248,10 + 145,38 + 24991+ |91,69+8,51 | 46,60+ 41,01 £6,86 | 45,68 +
MW =+ SF 44,96 82,30 29,794 53,65 ABD 6,20 ABP ABCD 12,48 ABCP
sFIt1/PIGF; MW + | 18,03 + 12,53 +8,49 | 71,52 + 77,42 + 137,40 + 497,36 + 202,84 + 253,96 +
SF 2,81 19,314 31,714 26,99 ABCP 90,89 ABCP 109,684 71,97 ABCP
n 184 2 16 17 31 20 7 6

Angewandter Test: Mann-Whitney-U-Test; alle Angaben in absoluten Zahlen (MW = Mittelwert + SF = Standardfehler), * p < 0,05 im Vergleich zu
Kontrollen; B p < 0,05 im Vergleich zu cHT; ¢ p < 0,05 im Vergleich zu SIH; b p < 0,05 im Vergleich zu GP; PE = Prdeklampsie, cHT = chronische
Hypertonie, SIH = schwangerschaftsinduzierte Hypertonie, GP = Gestationsproteinurie, HELLP = haemolysis, elevated liver enzymes, low platelet
count, sFlt1 = soluble fms-like tyrosine kinase 1; PIGF = placental growth factor; n = Anzahl

€€
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Tabelle 5: p-Werte fir sFit1, PIGF und sFIt1/PIGF im Vergleich aller Gruppen
zueinander

Angewandter Test: Mann-Whitney-U-Test, PE = Prdeklampsie, cHT = chronische Hypertonie,
SIH = schwangerschaftsinduzierte Hypertonie, GP = Gestationsproteinurie; HELLP = haemolysis,

elevated liver enzymes level, low platelet count, sFlt1 = soluble fms-like tyrosine kinase 1; PIGF =
placental growth factor
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Insgesamt ist somit vor allem die Gruppe der schweren PE herauszuheben, die von allen
Gruppen die hochsten Werte fiir sFIt]l und den Quotienten aufzeigte, wihrend die Gruppe der
Propf-PE die niedrigsten Werte fiir PIGF aufzeigte. Eine Ubersicht gibt die Abbildung 4 A-C in
Boxplots.

4.3.2.2 ROC-Kurven

Wie bereits im Vergleich aller Fille vs. Kontrollen wurden auch fiir die Unterteilung der
Fallgruppe in milde PE, schwere PE, Propf-PE und HELLP-Syndrom ROC-Kurven erstellt, um
die diagnostische Aussagekraft zu testen (Abbildungen 5-8). Hierbei ergaben sich fiir den
Quotienten sFlIt1/PIGF jeweils im Vergleich zu den Kontrollen AUC-Werte von 0,93 bei Propf-
PE, 0,94 bei milder PE, 0,99 bei schwerer PE und 0,98 bei HELLP-Syndrom. Damit lagen die
AUC fiir den Quotienten insgesamt hoher als jeweils fiir sFlt] und PIGF, eine Ausnahme bildete
die Propf-PE (AUC fiir jeweils: Propf-PE vs. Kontrolle: sFltl 0,68 und PIGF 0,98, milde PE vs.
Kontrolle: sFltl1 0,92 und PIGF 0,91, schwere PE vs. Kontrolle: sFltl 0,98 und PIGF 0,97,
HELLP-Syndrom vs. Kontrolle: sFltl 0,96 und PIGF 0,97).
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Abbildung 4: Boxplots der Serumkonzentrationen von sFlt1, PIGF und sFIt1/PIGF im
Vergleich von PE-Untergruppen, SIH, cHT, GP und Kontrollen
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2 Frauen mit cHT, 16 Frauen mit
SIH, 17 Frauen mit GP, 31
Frauen mit milder PE, 20 Frauen
mit schwerer PE, 7 Frauen mit
Propf-PE und 6 Frauen mit
HELLP-Syndrom wurden mit den
Kontrollen (n = 184) verglichen.

Boxen = Interquartilsabstand
(IQA); Schweife = 1,5-fache des
IQA;  Mittellinie =  Median,
Kreise = AusreiBer, Sterne =
Extreme, PE = Prdeklampsie,
SFIt1 = soluble fms-like tyrosine
kinase 1, PIGF = placental
growth factor, Kontr. =
Kontrollen, cHT = -chronische
Hypertonie, SIH = schwanger-
schaftsinduzierte Hypertonie,

GP = Gestationsproteinurie,
PPE = Propf-PE, mPE = milde
PE, sPE = schwere PE,

HELLP = haemolysis, elevated
liver enzymes level, low platelet
count.

**p < 0,05, % auBer milde PE vs.
SIH, genaue p-Werte in Tabelle
5 (siehe oben).
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Abbildung 5: ROC-Kurven von sFlt1, PIGF und sFIt1/PIGF im Vergleich Propf-PE

vs. Kontrollen
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x-Achse = 1-Spezifitdt bzw. Falsch-
Positiv-Rate; y-Achse = Sensitivitét
bzw. Richtig-Positiv-Rate; PE =
Préeklampsie, sFlt1 = soluble fms-
like tyrosine kinase 1; PIGF =
placental growth factor, AUC =
area under the curve
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vs. Kontrollen

Abbildung 6: ROC-Kurven von sFlt1, PIGF und sFIt1/PIGF im Vergleich milde PE
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Abbildung 7: ROC-Kurven von sFlt1, PIGF und sFIt1/PIGF im Vergleich schwere

PE vs. Kontrollen
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Abbildung 8: ROC-Kurven von sFlt1, PIGF und sFIt1/PIGF im Vergleich HELLP-
Syndrom vs. Kontrollen
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4.3.3 Vergleich frih bzw. spat einsetzende Praeklampsie und jeweilige

Kontrollgruppe

4.3.3.1 Deskriptive Statistik

Um die Bedeutung von der Messung von sFltl, PIGF und ihrem Quotienten in der

Unterscheidung frith und spit einsetzender PE zu untersuchen, wurde deskriptive und

analysierende Statistik durchgefiihrt (Tabelle 6).

Tabelle 6: sFIt1, PIGF und Quotient bei friih und spat einsetzender PE

friihe Kontrollen | frPE spite Kontrollen | spPE
sFIt1 (pg/mL); 2060,88 + 1524921 + 3883,13 + 8271,04 +
MW + SF 131,14 1573,53 4 ¢ 256,90* 806,10"
95% KI 1801,25 — 11994,12 — 3369,59 — 6640,55 —
2320,52 18504,30 4396,66 9901,52
PIGF (pg/mL); 595,46 + 64,25 52,23 +£895%C | 305,75 + 77,05 +6,69°
MW + SF 34,524
95% KI 468,25 722,67 | 33,71 -70,75 236,74 — 374,76 | 63,52 -90,58
sF1t1/PIGF; 12,31 +3,38 496,73 + 29,01 £4,81% 130,72 +
MW =+ SF 81,954¢ 15,46"
95% KI 5,62 — 19,00 327,21 - 666,25 | 19,40 — 38,63 99,45 — 161,99
n 121 24 63 40

Angewandter Test: Mann-Whitney U; alle Angaben in absoluten Zahlen (MW = Mittelwert + SF =
Standardfehler); A p < 0,001 im Vergleich zu friihen Kontrollen; 5 p < 0,001 im Vergleich zu spéten
Kontrollen; © p < 0,002 im Vergleich zu spét einsetzender Prédeklampsie; frPE = friih einsetzende
Prédeklampsie, spPE = spét einsetzende Prédeklampsie, sFit1 = soluble fms-like tyrosine kinase 1;
PIGF = placental growth factor; KI = Konfidenzintervall; n = Anzahl

Verglich man hier die Konzentrationen der Parameter (Tabelle 6), so ergaben sich zunidchst im
Vergleich beider Fallgruppen zur jeweiligen Kontrollgruppe signifikante Unterschiede
(Mittelwerte + Standardfehler; jeweils p < 0,001): sFIt1 (in pg/mL) 15249,21 (frPE) vs. 2060,88
(friihe Kontrollgruppe) und 8271,04 (spPE) vs. 3883,13 (spite Kontrollgruppe); PIGF (in
pg/mL) 5223 (frPE) vs. 595,46 (friihe Kontrollgruppe) und 77,05 (spPE) vs. 305,75 (spite
Kontrollgruppe); sFIt1/PIGF 496,73 (frPE) vs. 12,31 (frithe Kontrollgruppe) und 130,72 (spPE)
vs. 29,01 (spdte Kontrollgruppe). Im Vergleich beider Fallgruppen untereinander ergab sich
ebenfalls ein signifikanter Unterschied: sFltl und sFIt1/PIGF jeweils p <0,001 bzw. PIGF

p = 0,002. Abbildungen 9A-C veranschaulichen diesen Zusammenhang in Form von Boxplots.
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4.3.3.2 ROC-Kurven

Um die diagnostische Genauigkeit der Messung von sFItl und PIGF bzw. ihres Quotienten zu
tiberpriifen, wurden fiir die Gruppen {rPE und spPE ROC-Kurven erstellt (Abbildungen 10 A-C
und 11 A-C). Die Werte fiir die AUC von sFItl bzw. PIGF betrugen 0,98 bzw. 0,97 (frPE vs.
friihe Kontrollen) und 0,82 bzw. 0,88 (spPE vs. spite Kontrollen). Fiir den Quotienten
sFIt1/PIGF ergaben sich die vergleichsweise grofiten Werte fiir die AUC: 0,99 in der Gruppe der
frPE vs. friihe Kontrollen, 0,91 fiir die Gruppe von spPE vs. spite Kontrollen.
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Abbildung 9: Boxplots der Serumkonzentrationen von sFit1, PIGF und sFlt1/PIGF
im Vergleich friih bzw. spat einsetzende PE mit jeweiligen Kontrollen
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Abbildung 10: ROC-Kurven von sFit1, PIGF und sFit1/PIGF im Vergleich friih

einsetzende PE mit frithen Kontrollen
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Abbildung 11: ROC-Kurven von sFIt1, PIGF und sFIt1/PIGF im Vergleich spat

einsetzende PE mit spaten Kontrollen
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4.4 Cutoff-Werte

4.4.1 Spezifitaten und Sensitivitaten

Um ein praktikables Umgehen mit dem Quotienten sFIt1/PIGF zu gewihrleisten, wurde ein
Cutoff-Wert berechnet. Ziel dabei war, eine Spezifitit von etwa 95 % zu erreichen. Anhand der
bestimmten ROC-Kurven wurde so ein Cutoff-Wert von 70 (sFlt1/PIGF) bestimmt. Fiir den
Vergleich aller Fille vs. Kontrollen erreichte der Cutoff-Wert von 70 (sFIt1/PIGF) eine Spezifitit
von 94,0 % bei einer Sensitivitdt von 78,1 %. Fiir den Vergleich von frPE vs. frithe Kontrollen
ergab sich fiir den selben Cutoff eine Spezifitit von 95,9 % und eine Sensitivitit von 91,7 %,
wihrend im Vergleich spPE vs. spite Kontrollen eine Spezifitit von 90,5 % bei einer Sensitivitit
von 70,0 % erreicht werden konnte.

Da die Gruppen Propf-PE, milde PE, schwere PE und HELLP-Syndrom mit derselben
Kontrollgruppe verglichen wurden, ergaben sich fiir den Cutoff von 70 (sFlt1/PIGF) jeweils eine
gleiche Spezifitit von 94,0 % bei Sensitivititen von 57,1 % (Propf-PE), 64,5 % (milde PE),
100 % (schwere PE) und 100 % (HELLP-Syndrom).

4.4.2 Logistische Regression

SchlieBlich wurde eine logistische Regression in Vorwirtsselektion durchgefiihrt, um die
Einflussfaktoren auf den Quotienten zu iiberpriifen (sieche Tabelle 7). Dazu wurde das
Patientengut in zwei Gruppen eingeteilt: Gruppe 1 mit Werten fiir sFIt1/PIGF < 70 und Gruppe 2
mit Werten von sFIt1/PIGF > 70. Es wurde mit folgenden Faktoren adjustiert: Alter (in Jahren),
Rauchverhalten (nie, ehemals, aktuell), BMI (in kg/mz) vor der Schwangerschaft, PE in
vorangegangener Schwangerschaft (ja/nein), priexistenter Diabetes (ja/nein), systolischer und
diastolischer Blutdruck (in mmHg), Gestationsalter bei Blutentnahme (in Wochen),
Gestationsalter bei Entbindung (in Wochen), Gewicht des Neugeborenen (in g) und
pathologischer Outcome (ja/nein). Die Familienanamnese zur PE wurde angesichts 34 fehlender

Angaben nicht einbezogen.
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Tabelle 7: Logistische Regression in Vorwartsselektion; Cutoff von 70

(sFIt1/PIGF)

Cutoff sFIt1/PIGF | Differenz p-Wert Odds Ratio 95% KI

70

PE ja/nein 0,001 15,69 3,23 -76,35

PE = Prdeklampsie; sFit1 = soluble fms-like tyrosine kinase 1; PIGF = placental growth factor,
Kl = Konfidenzintervall

Die Tabelle 7 zeigt, dass bei einem Wert von iiber 70 fiir den Quotienten sFIt1/PIGF unabhingig

von allen in die Regressionsanalyse einbezogenen moglichen Einflussfaktoren eine fast 16-fach

erhohte Wahrscheinlichkeit fiir das Vorliegen einer PE bestand.
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5 Diskussion

Die PE gehort zu den fiir Mutter und Kind riskanten Schwangerschaftserkrankungen und kann
nach wie vor in seiner Pathogenese und Atiologie nicht vollstindig erklirt werden. Da weiterhin
die Entbindung die einzige kausale Therapiemdglichkeit darstellt, ist es um so bedeutender, eine
rechtzeitige und zuverlissige Diagnose stellen zu kénnen, um eine Uberweisung in spezialisierte
Geburtskliniken und somit eine bestmogliche Versorgung von Mutter und Kind zu ermdoglichen.

Die vorliegende Studie beschreibt und untersucht den klinischen Nutzen der Messung von sFltl1
und PIGF mittels des automatisierten Elecsys® sFlItl- und Elecsys® PIGF- Tests (Roche
Diagnostics, Penzberg, Deutschland). Zum einen wurde der Verlauf der Parameter sFltl bzw.
PIGF und ihres Quotienten sFIt1/PIGF in der gesunden Schwangerschaft beschrieben, zum
anderen konnten signifikante Unterschiede der Parameter und ihres Quotienten bei Frauen mit
hypertensiven Schwangerschaftserkrankungen im Vergleich zu gesunden Schwangerschatten
sowie zueinander gezeigt werden. Des Weiteren wurde der praktische Nutzen der
automatisierten Messungen im klinischen Alltag durch Ermittlung eines Cutoff-Wertes fiir

sFIt1/PIGF aufgezeigt.

5.1 Angiogene und antiangiogene Faktoren im maternalen
Serum gesunder und praeklamptischer Frauen: Assays im
Vergleich

Der aktuelle Forschungsstand weist auf eine erhebliche Bedeutung von angiogenen und

L : .96, 110, 137, 142, 147, 162-165
antiangiogenen Faktoren in der Pathogenese der PE hin, % ''* 137 142 147. 16

Eine Dysbalance
der angiogenen und antiangiogenen Faktoren wird dariiber hinaus bei [UGR, SGA, fetalem Tod
ungekldrter Ursache, fetofetalem Transfusionssyndrom und bei dem Mirror-Syndrom
beobachtet.' ' 137 193 16189 iyaq einzig verfiigbare Messverfahren fiir Serumkonzentrationen von
sFItl und PIGF blieb iiber lange Zeit der ELISA von R&D Systems, welches in seiner
Messgenauigkeit sehr gut untersucht ist. Zum Vergleich zahlreichen Studien, die den genannten
ELISA verwendeten, ist es wichtig darauf hinzuweisen, dass eine neue Normierung des Assays
der ersten Generation im Jahre 2005 zu einer Verdnderung des Wertebereichs fiihrte (miindliche
Mitteilung, S.A. Karumanchi, MD, PhD, April 2006). Insgesamt ist der ELISA auf Grund seiner
aufwendigen Durchfiihrung nicht in den klinischen Alltag integrierbar. Seit 2009 sind die

Elecsys® PIGF- bzw. sFltl-Assays (Roche Diagnostics, Penzberg, Deutschland) erhiltlich, die
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sich vor allem in der einfachen und schnellen Durchfiihrung unterscheiden und in ersten Studien

159, 161
untersucht wurden.>”

5.1.1 Veranderung von angiogenen und antiangiogenen Faktoren in
der gesunden Schwangerschaft

Um die Beurteilung von pathologischen Verdnderungen der Serumkonzentrationen der
Parameter vornehmen zu konnen, ist eine Betrachtung ihres physiologischen Verlaufs
unabdinglich. Eine der ersten grofleren Studien wurde 2004 von Levine et al.'? durchgefiihrt, in
der 120 Kontrollen und 120 PE-Patientinnen im Verlauf der Schwangerschaft (Mittelwert des
Gestationsalters bei Blutentnahme jeweils etwa 17. SSW) untersucht wurden. Hier wurden in der
gesunden Schwangerschaft konstante Werte von sFltl bis zur 29.-32. SSW (etwa 1000 pg/mL)
und nachfolgend einen Anstieg von etwa 145 pg/mL pro Woche bis zur Entbindung (etwa
2000 pg/mL) beschrieben. Der Mittelwert lag bei 1643 pg/mL. Dagegen wurde fiir die Werte
von PIGF ein Anstieg bis zur 29.-32. SSW (8.-12. SSW etwa 50 pg/mL bis 900 pg/mL in der
29.-32. SSW) und ein Abfallen bis zur Entbindung beschrieben (etwa 400 pg/mL in der 37.-
41. SSW). Der Mittelwert lag hier bei 137 pg/mL. Ahnliche Feststellungen machten Taylor et
al.'* 2009 konnten auch Verlohren et al."> unter Verwendung der Elecsys®-Assays zeigen, dass
in der gesunden Schwangerschaft die Serumkonzentrationen von PIGF bis etwa zur 30. SSW
anstiegen und bis zur Entbindung abfielen, wihrend die Serumkonzentrationen von sFltl bis zur
30. SSW relativ konstant blieben, schlieBlich stirker anstiegen und bei Entbindung ithr Maximum
erreichten. Dies stimmt mit den Beobachtungen diverser Studien iiberein und zeigt das
umgekehrt proportionale Verhiltnis beider Parameter.''* 14> %

In der vorliegenden Studie konnte ein dhnlicher Verlauf der Serumkonzentrationen fiir sFlt1 und
PIGF festgestellt werden. Die Mittelwerte lagen insgesamt hoher bei 2455 pg/mL (Minimum
405 pg/mL, Maximum 9921 pg/mL) fiir sFitl und 439 pg/mL (Minimum 31 pg/mL, Maximum
6444 pg/mL) fiir PIGF. Levine et al''® und Taylor et al'* verwendeten den ELISA der ersten
Generation, so dass ein direkter Vergleich der Absolutwerte nicht sinnvoll ist.

Der hier beschriebene Verlauf der einzelnen Parameter stellt einen groben Uberblick iiber den
Verlauf in der gesunden Schwangerschaft dar, erhebt jedoch nicht den Anspruch auf Erstellung
von Referenzwertebereichen. Verlohren et al.'™® dagegen erstellten Referenzwertebereiche
abhingig vom Gestationsalter und beschrieben Mittelwerte fiir sFlt] von 1445 pg/mL in der 10.-
14. SSW bis 4400 pg/mL > 37. SSW, fiir PIGF Mittelwerte von 62 pg/mL in der 10.-14. SSW

mit einem Maximum von 439 pg/mL in der 29.-33. SSW. Schiettecatte et al.'®" beschrieben in
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einer multizentrischen Evaluationsstudie fiir die Elecsys®-Tests 2010 dhnliche Werte (Median)
fiir sFItl von 1107 pg/mL im 1. Trimester, 1437 pg/mL im 2. Trimester und 2395 pg/mL im
3. Trimester der gesunden Schwangerschaft. Fiir PIGF wurden hier Werte von 30 pg/mL im
1. Trimester, 279 pg/mL im 2. Trimester, maximale Werte in der 29.-32. SSW (626 pg/mL) und
abfallende Werte bis zur Entbindung (340 pg/mL) beschrieben.

In der vorliegenden Arbeit wurde auch der Quotient aus sFlt1/PIGF berechnet. Bei Anwendung
einer logarithmischen Skalierung beschreibt dieser einen U-formigen Verlauf iiber die gesunde
Schwangerschaft und stimmt damit mit anderen Studien iiberein.””” '*° Schiettecatte et al.'®’
stellten hochste Werte im 1. Trimester (Median: 28) fest und beschrieben konstante Werte im
2. Trimester (Median: 4,7) und 3. Trimester (Median: 5,1). Die Mittelwerte lagen bei Verlohren
et al."” bei 27,7 in der 10.-14. SSW, bei 3.8 in der 24.-28. SSW und bei 26,2 in der > 37. SSW.
In unserer Arbeit wurde ein Mittelwert von 16,46 + 2,25 mit einem Minimum von 0,40 und
einem Maximum von 296,44 bestimmt, der, wie oben beschrieben, stark abhingig vom mittleren
Gestationsalter bei Blutentnahme war.

Insgesamt konnten in unserer Studie somit dhnliche Serumkonzentrationen von sFlIt1, PIGF und
sFIt1/PIGF im Verlauf der gesunden Schwangerschaft festgestellt werden wie in den Studien, die

- . 159, 161
denselben Assay von Roche Diagnostics verwendeten.'™:

5.1.2 Abweichende Veranderungen von angiogenen und
antiangiogenen Faktoren in Praeklampsie

Die Serumkonzentrationen von sFlt1 und PIGF in der prieklamptischen Schwangerschaft wurde

1'% stellten erhohte Mittelwerte fiir sFltl von

in diversen Studien untersucht. Levine et a
4382 pg/mL vs. 1643 pg/mL in der gesunden Schwangerschaft fest. Fiir PIGF hingegen wurde
bei Frauen mit PE eine niedrigere Serumkonzentration mit einem Mittelwert von 137 pg/mL vs.

1.'"5 ermittelten dhnliche Werte

669 pg/mL (gesunde Schwangerschaften) festgestellt. Shibata et a
von 5221 pg/mL vs. 1857 pg/mL (PE vs. Kontrollen) fiir sFit]l und 86 pg/mL vs. 228 pg/mL (PE
vs. Kontrollen) fiir PIGF. Diverse weitere Studien konnten signifikante Unterschiede in der
Serum- bzw. Plasmakonzentration von sFlt1 bestitigen.'** ' 17" Ogge et al.'”' weisen auf die
Unterschiede bei Messungen in Plasma oder Serum hin und machen eine diesbeziiglich
notwendige Standarisierung deutlich. Die bisher genannten Studien verwendeten den ELISA der
ersten Generation von R&D Systems (Minneapolis, Minnesota, USA).

Verlohren et al.'” stellten unter Verwendung der Elecsys®-Tests Mittelwerte von 12981 (£ 965)
vs. 2641 (x100,5) fiir sFItl fest (Fille vs. Kontrollen; in pg/mL (+ Standardabweichung);



51

p <0,001). Ebenfalls bestimmten sie bei Frauen mit PE deutlich niedrigere Serumkonzentration
von PIGF (in pg/mL (+ Standardabweichung): 76,06 + 10,71 pg/mL bei PE-Patientinnen vs.
341,5 + 13,57 pg/mL bei Kontrollen (p < 0,001)).

Schiettecatte et al.'®' beschrieben unter Verwendung des Elecsys®-Assay bei Frauen mit PE
ebenfalls deutlich erhohte Werte fiir sFlt1 (6894-34362 pg/mL) bzw. deutlich erniedrigte Werte
fir PIGF (9,2-80 pg/mL) im Vergleich zu den oben aufgefiihrten Serumkonzentrationen bei
gesunden Schwangerschaften.

Wir konnten diese Beobachtungen mit unserer Studie bestitigen: Die Mittelwerte fiir sFlt] waren
signifikant hoher (in pg/mL [+ Standardfehler]: 10887,85 [+ 878,37] vs. 2684,80 [+ 138,41];
p <0,001), jene von PIGF signifikant niedriger (in pg/mL [+ Standardfehler]: 67,74 [+ 5,53] vs.
496,27 [£44,96]; p < 0,001) als bei den Kontrollen. Damit liegen die Werte fiir PIGF insgesamt
etwas hoher als bei oben genannten Studien, unterscheiden sich aber signifikant im Vergleich zu
gesunden Schwangeren.

Beziiglich des Quotienten sFltl/PIGF konnten in mehreren Studien ebenfalls signifikante
Unterschiede zwischen PE-Patientinnen und Kontrollen festgestellt werden. Verlohren et al.'”
stellten bei Frauen mit PE Werte von 354,5 + 44,84 pg/mL fest, wihrend bei Kontrollen Werte
von 19,43 + 2,82 pg/mL gemessen wurden. Schiettecatte et al.'®! stellten Werte von 461 (PE) vs.
3,6 (Kontrollen) fest (p < 0,001).

In unserer Studie wurden vergleichbare Werte gemessen: 276,97 + 38,86 bei Frauen mit PE vs.
18,03 £+ 2,74 bei Kontrollen (Mittelwerte in pg/mL + Standardfehler). Die SSW bei
Blutentnahme unterscheidet sich in dem von uns untersuchten Kollektiv (alle Fille vs. alle
Kontrollen mit Tag der Schwangerschaft > 164) signifikant voneinander, die Durchfithrung einer
logistischen Regression konnte jedoch zeigen, dass der Quotient sich unabhingig vom
Gestationsalter signifikant in beiden Gruppen unterschied (Daten nicht aufgefiihrt).

Somit konnten unsere Daten insgesamt die Leistungsfahigkeit des Elecsys®-Assay im Vergleich

zu dem ELISA von R&D belegen.

5.1.3 Betrachtung der Veranderungen von angiogenen und
antiangiogenen Faktoren in Untergruppen der Praeklampsie

In diversen Studien wurden die Serum- bzw. Plasmakonzentrationen von sFItl und PIGF in
verschiedenen hypertensiven Schwangerschaftserkrankungen untersucht, '*% 1% 13- 142 Dapej
konnte gezeigt werden, dass die Hohe der Serumkonzentrationen von sFltl und PIGF mit dem

Schweregrad der Erkrankung positiv bzw. negativ korreliert.
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5.1.3.1 Unterschiedliche Auspragung der Veranderungen von angiogenen und
antiangiogenen Faktoren in milder und schwerer Praeklampsie

Bei Betrachtung der milden und schweren PE konnte von diversen Studien folgendes Verhiltnis
beobachtet werden: Konzentrationen von sFltl: Kontrollen < milde PE < schwere PE und
Konzentrationen von PIGF: Kontrollen > milde PE > schwere PE.'® ''* *2 Robinson et al.'”
untersuchten die Serumkonzentrationen von sFltl und PIGF in Fillen von milder und schwerer
PE sowie von HELLP-Syndrom und konnten jeweils signifikante Unterschiede zur
Kontrollgruppe feststellen. Fiir PIGF konnten 3-fach erniedrigte Werte in der Gruppe schwerer
PE vs. milder PE festgestellt werden, die das Signifikanzniveau von p < 0,02 erreichten. Fiir
sFItl konnten zwar 1,5-fach erhohte Werte im Vergleich schwere vs. milde PE beobachtet
werden, jedoch erreichten diese kein Signifikanzniveau von p < 0,05. Das HELLP-Syndrom
wurde in dieser Studie mit der schweren PE verglichen, wobei keine signifikanten Unterschiede
festgestellt werden konnten. Ahnliche Beobachtungen konnten bereits von Levine et al.''® und

Maynard et al.'*®

gemacht werden.

Chaiworapongsa et al.'*? untersuchten die Plasmakonzentration von sFlt] und konnten ebenfalls
signifikante Unterschiede zwischen milder und schwerer PE feststellen. Alle genannten Studien
verwendeten den ELISA von R&D Systems zur Messung der Parameter, weswegen auch an
dieser Stelle kein direkter Vergleich mit den von uns gemessenen Werten vorgenommen werden
kann.

Wir konnten jedoch ebenfalls signifikante Unterschiede in der Serumkonzentration von sFltl,
PIGF und ihrem Quotienten sFIt1/PIGF zwischen milder PE bzw. schwerer PE und der
Kontrollgruppe aufzeigen (jeweils p < 0,001). Des Weiteren konnte ein signifikanter Unterschied
(p < 0,001) in sFItl, PIGF und Quotient im Vergleich milde vs. schwere PE beobachtet werden.
Wichtig ist an dieser Stelle darauf hinzuweisen, dass das Gestationsalter bei Blutentnahme in der
Gruppe der milden PE signifikant hoher liegt als in der Kontrollgruppe. Es ist jedoch
anzunehmen, dass die verdnderten Serumkonzentrationen von sFlt1 und PIGF unabhingig vom
unterschiedlichen Gestationsalter auch durch das Vorliegen der Prieklampsie bedingt sind.

Insgesamt konnte die Annahme, dass die Serumkonzentrationen von sFItl und PIGF den

Schweregrad der Erkrankung wiederspiegeln, somit bestitigt werden.
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5.1.3.2 Unterschiedliche Auspragung der Veranderungen von angiogenen und
antiangiogenen Faktoren in schwangerschaftsinduzierter Hypertonie, chronischer
Hypertonie, Propf-Praeklampsie und Gestationsproteinurie

Diverse Studien haben untersucht, in wie fern die Messung der Serumkonzentrationen von sFlt1
und PIGF zur Differentialdiagnose von alleiniger SIH, cHT oder GP und Vollbildern der
Prieklampsie dienlich sein kann. Woolcock et al.'’? untersuchten unter Verwendung des ELISA
von R&D Systems die Serumkonzentrationen von sFltl in Féllen von Propf-PE im Vergleich zu
Kontrollen und Patienten mit SIH bzw. cHT. Sie stellten signifikant erhohte Werte sowohl bei
Patienten mit Propf-PE als auch bei Patienten mit SIH im Vergleich zu Kontrollen fest, zudem
unterschieden sich Patienten, die zum Zeitpunkt der Messung noch keine PE aufwiesen, jedoch
spiter eine PE entwickelten, signifikant von Patienten mit alleiniger STH oder cHT.

Salahuddin et al.'” untersuchten ebenfalls unter Verwendung des ELISA von R&D Systems die
Aussagekraft von sFItl und sEng als Diagnosehilfe von PE, SIH und cHT. Die
Serumkonzentrationen von sFItl waren bei Frauen mit PE signifikant hoher als bei Frauen mit
SIH, cHT oder gesunden Frauen (74,7 £ 83,3 ng/mL vs. 23,5 £ 14,9 ng/mL bzw. 154 +
12,7 ng/mL bzw. 16,6 + 11,0 ng/mL, p<0,01). Des Weiteren lagen die sFlItl-Serum-
konzentrationen bei Frauen mit SIH signifikant hoher als jene der Kontrollen, wihrend fiir cHT
keine signifikanten Unterschiede gefunden werden konnten.

Hirashima et al.'™ untersuchten ihr Patientenkollektiv mit SIH, Hypertonie vor dem Vollbild der
PE (h-PE) und PE auf den Quotienten sFIt1/PIGF und sEng und stellten fiir h-PE und PE jeweils
erhohte Werte vs. Kontrollen wie auch vs. SIH fest. Die Gruppe der SIH wies ebenfalls erhohte
Werte fiir sFIt1/PIGF und sEng im Vergleich zu Kontrollen auf.

Sunderji et al.'” untersuchten unter Verwendung eines automatisierten Assays (Beckman
Coulter, Fullerton, California) die Serumkonzentrationen von sFIt1 und PIGF in Patientinnen mit
chronischer Hypertonie und Propf-PE. Sie beobachteten signifikante Unterschiede fiir sFItl und
PIGF im Vergleich PE vs. Kontrollen, wihrend kein Unterschied fiir cHT vs. Kontrollen
festgestellt werden konnte.

In unserer Studie konnte kein signifikanter Unterschied von sFltl im Vergleich Propf-PE vs.
Kontrollen bzw. vs. SIH oder cHT festgestellt werden. Fiir PIGF konnte hingegen sowohl im
Vergleich Propf-PE vs. Kontrolle als auch vs. SIH bzw. vs. cHT signifikante Unterschiede
beobachtet werden. Der Quotient sFlt1/PIGF unterschied nur die Propf-PE von den Kontrollen
signifikant. Dagegen konnten fiir den Vergleich von SIH vs. Kontrollen sowohl fiir sFltl, als

auch fiir PIGF und den Quotienten sFlIt1/PIGF signifikante Unterschiede bestimmt werden. cHT
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unterschied sich in allen Parametern nicht signifikant von den Kontrollen. Damit ergibt sich aus
unseren Daten eine Uberlegenheit von PIGF in der Differenzierung von cHT, SIH und Propf-PE
im Vergleich zu sFitl bzw. dem Quotienten sFIt1/PIGF. Dabei sei darauf hingewiesen, dass die
Gruppe von cHT mit der niedrigen Fallzahl von n = 2 in unserer Studie zu vernachléssigen ist.
Insgesamt ist somit festzuhalten, dass sich unsere Beobachtungen mit den bisherigen Studien
decken, die die SIH in manchen Fillen als eine Vorstufe der PE darstellen, wiahrend der cHT auf
eine andere Atiologie zuriickgefiihrt werden konnte.

Masuyama et al.'”® untersuchten unter Verwendung des ELISA von R&D Systems die
Serumkonzentrationen von sFIt]l und PIGF zum einen in Patientengruppen mit PE bzw. GP vs.
Kontrollen, zum anderen in Patientinnen mit chronischer Glomerulonephritis mit oder ohne
Propf-PE. Im Vergleich PE bzw. GP vs. Kontrollen konnten sowohl fiir sFitl als auch fiir PIGF
signifikant unterschiedliche Serumkonzentrationen festgestellt werden. Des Weiteren
unterschied sich die Gruppe der PE signifikant sowohl in sFlt1 als auch in PIGF von der Gruppe
der GP. Bei Patientinnen mit chronischer Glomerulonephritis konnte im Vergleich Propf-PE vs.
keine Propf-PE (normaler klinischer Verlauf bzw. alleinige Verschlechterung der Proteinurie
ohne Hypertonie) sowohl fiir sFltl als auch fiir PIGF ein signifikanter Unterschied beobachtet
werden. Zudem konnte in der Gruppe der Propf-PE bei Patientinnen mit Verschlechterung der
renalen Funktion signifikant niedrigere Serumkonzentrationen von sFIt]l und signifikant héhere
Serumkonzentrationen von PIGF im Vergleich zu Patientinnen mit keiner Verschlechterung der
renalen Funktion bestimmt werden, was darauf hinweisen konnte, das Patientinnen mit
verschlechterter renaler Funktion félschlicherweise als Propf-PE diagnostiziert werden, obwohl
es eine alleinige Exazerbation der chronischen Glomerulonephritis darstellen konnte.

Ohkuchi et al.'"”’ untersuchten Frauen mit PE, GP und Kontrollen auf sFltl, PIGF, sFlt1/PIGF
und sEng und stellten fest, dass der Quotient sFlt1/PIGF sowie sEng in der Gruppe der GP im
Vergleich zu Kontrollen deutlich erhoht waren, wihrend sich die Gruppen der PE und der GP
vor allem durch PIGF und sFlIt1/PIGF voneinander unterschieden. Mogliche Schlussfolgerungen
waren zum einen, dass die GP eine subklinische Form der Prideklampsie darstellen konnte und
zum anderen, dass fiir die Entstehung einer Hypertonie vor allem PIGF von Bedeutung sein
konnte.

In unserer Studie wurden unter Verwendung des Elecsys®-Assays @hnliche Beobachtungen
gemacht. Die Gruppe der GP unterschied sich im Vergleich zu Kontrollen mit signifikant
niedrigeren Werten fiir PIGF und signifikant hoheren Werten fiir sFitl und sFIt1/PIGF. Im
Vergleich der GP zu allen Fallgruppen konnten sowohl fiir sFItl als auch fiir PIGF und ihren
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Quotienten sFlIt1/PIGF signifikante Unterschied festgestellt werden; eine Ausnahme bildet der
Vergleich zur Propf-PE: alleinig fiir PIGF konnte im Vergleich GP vs. Propf-PE ein signifikanter
Unterschied beobachtet werden, wihrend sFIt1 und sFlt1/PIGF keine signifikanten Unterschiede
aufweisen. Somit konnen wir in unserer Studie die Annahme bestitigen, dass die GP eine
Vorstufe der PE darstellen konnte und anhand der Parameter sFItl, PIGF und ihrem Quotienten

sFlt1/PIGF deutlich von Kontrollen wie auch von PE zu unterscheiden ist.

5.1.3.3 Veranderungen von angiogenen und antiangiogenen Faktoren in Fallen
von HELLP-Syndrom

Das HELLP-Syndrom ist eine hdaufig mit der PE vergesellschaftete Erkrankung, die jedoch auch
ohne Hypertonie und Proteinurie auftreten kann. Wie sich die angiogenen und antiangiogenen
Faktoren in Frauen mit HELLP-Syndrom und begleitender PE bzw. mit alleinigem HELLP-
Syndrom verhalten, ist bisher nicht untersucht.

Young et al.'™®

untersuchten unter Verwendung des ELISA von R&D Systems die
Serumkonzentrationen von sEng, sFltl, PIGF und sFIt1/PIGF bei Patientinnen mit HELLP-
Syndrom, PE bzw. Thrombozytopenie und bei normotensiven Kontrollen. Dabei konnten fiir
sFIt1 und sFlIt1/PIGF signifikant hohere Werte und fiir PIGF signifikant niedrigere Werte im
Vergleich HELLP-Syndrom bzw. PE vs. Thrombozytopenie festgestellt werden. In den Gruppen
PE und HELLP-Syndrom konnten dhnliche Werte festgestellt werden, auch die Patientinnen mit
Thrombozytopenie und die normotensiven Kontrollen zeigten vergleichbare Werte.

In unserer Studie konnten im Vergleich HELLP-Syndrom vs. Kontrollen ebenfalls signifikante
Unterschiede fiir sFItl, PIGF und sFIt1/PIGF beobachtet werden. Im Vergleich zu anderen
Fallgruppen konnten signifikante Unterschiede fiir PIGF und sFIt1/PIGF im Vergleich zur

milden PE bestimmt werden, wéhrend fiir sFltl ein signifikanter Unterschied zur schweren PE

beobachtet wurde.

5.1.3.4 Unterschiedliche Auspragung der Veranderungen von angiogenen und
antiangiogenen Faktoren in frith und spat einsetzender Praeklampsie

Die friih einsetzende PE zeichnet sich im Vergleich zur spit einsetzenden PE mit schwereren
Verlaufen aus und wurde in mehreren, folgend aufgefiihrten Studien auf die
Serumkonzentrationen von sFltl und PIGF untersucht. Masuyama et al.'” untersuchten unter
Verwendung des ELISA von R&B die Serumkonzentrationen von PIGF, sFltl und sFIt1/PIGF in
insgesamt 110 Patientinnen und konnten signifikante Unterschiede zwischen frith bzw. spét

einsetzender PE und ihren jeweiligen Kontrollgruppen feststellen: frith einsetzende PE vs.
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Kontrollen: PIGF 56,8 pg/mL vs. 751,1 pg/mL, sFItl 6433,3 pg/mL vs. 510,4 pg/mL und
sFIt1/PIGF 114,3 vs. 3,9; spit einsetzende PE vs. Kontrollen: PIGF 118,3 pg/mL vs.
251,0 pg/mL, sFItl 4644.5 pg/mL vs. 1433,8 pg/mL und sFIt1/PIGF 43,3 vs. 6,4. Dabei
unterschieden sich nicht nur beide Fallgruppen signifikant von ihren jeweiligen Kontrollgruppen
in PIGF, sFltl und sFlIt1/PIGF, sondern auch die Fallgruppen im Vergleich zueinander (friih vs.
spét einsetzende PE) in sFIt]l und sFlt1/PIGF. Alle eingeschlossenen Patientinnen mit PE hatten
eine schwere Form der PE (sowohl friih einsetzende PE [n = 17] als auch spit einsetzende PE
[n =38)).

Wikstrom et al.'"’ untersuchten unter Verwendung des ELISA von R&B hingegen die
Plasmakonzentrationen der Parameter in Fiéllen von frith und spit einsetzender PE im Vergleich
zu den jeweiligen Kontrollen und stellten dhnliche Unterschiede fest, die fiir die friih einsetzende
PE Gruppe deutlicher ausfiel. In der Gruppe der friih einsetzenden PE konnten 43-fach hohere
Werte fiir sFItl und 21-fach erniedrigte Werte fiir PIGF im Vergleich zu der jeweiligen
Kontrollgruppe bestimmt werden. In der Gruppe der spit einsetzenden PE hingegen fiel der
Unterschied zur Kontrollgruppe geringer aus, war jedoch weiterhin signifikant (sFltl: 3-fache
Erhohung, PIGF: 5-fache Absenkung). Beide Studien verwendeten zur Messung den ELISA von
R&D Systems, so dass ein direkter Vergleich nicht moglich ist, sich jedoch ein dhnliches Bild
abzeichnet.

Verlohren et al.'

, die den Elecsys®-Assay verwendeten, konnten ebenfalls signifikante
Unterschiede in der Serumkonzentration von sFItl, PIGF und ihrem Quotienten sFIt1/PIGF
zwischen frith bzw. spit einsetzender PE und ihren jeweiligen Kontrollgruppen feststellen.

In unserer Studie konnten diese Beobachtungen insgesamt bestitigt werden. Signifikante
Unterschiede der Serumkonzentrationen von sFItl und PIGF konnten sowohl im Vergleich der
friih und spit einsetzenden PE untereinander als auch im Vergleich zu den jeweiligen
Kontrollgruppen festgestellt werden. Im Vergleich von frither Kontrollgruppe vs. frith
einsetzende PE wurden knapp 7-fach erhohte Serumkonzentrationen von sFltl (2060,88 vs.
15.249,21 pg/mL), 11-fach erniedrigte Serumkonzentrationen von PIGF (595,46 vs.
52,23 pg/mL) und 41-fach erhohte Werte fiir den Quotienten sFIt1/PIGF(12,31 vs. 496,73)
bestimmt, widhrend im Vergleich der spiten Kontrollgruppe vs. spit einsetzende PE die
Unterschiede weniger stark ausgeprigt, jedoch immer noch signifikant waren (sFltl: 3883,13 vs.
8271,04 pg/mL; PIGF: 305,75 vs. 77,05 pg/mL und sFlt1/PIGF 29,01 vs. 130,72). Somit konnte

hier gezeigt werden, dass vor allem die Gruppe der friih einsetzenden PE stark abweichende

Serumkonzentrationen der Parameter aufweist.
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5.2 Vergleich der diagnostischen Aussagekraft des
sFIt1/PIGF-Quotienten mit den einzelnen Faktoren sFlt1 und
PIGF

In mehreren Studien wurde neben den einzelnen Parametern sFlt1 und PIGF auch der Quotient

116, 179, 180 .
» 179, Dabei wurden neben Serum- und

sFIt1/PIGF untersucht und Referenzwerte erstellt.
Plasmakonzentrationen auch Urinkonzentrationen bestimmt."”® '®' Dabei ist sFltl ein zu groBes
Molekiil, um bei gesunden Nieren im Urin ausgeschieden werden zu kdnnenlgz, wihrend die von

Buhimschi et al.’’® '8!

gemessene sFlt1-Urin-Konzentration auf eine krankheitsbedingte
Nierenfunktionsverminderung zuriickzufiihren sein konnte.

Insgesamt konnte festgestellt werden, dass der Quotient sFlt1/PIGF als gleichzeitige Darstellung
der erniedrigten PIGF-Konzentrationen und der erhohten sFItl-Konzentration eine bessere
Aussagekraft als die einzelnen Faktoren hat. Viele Studien untersuchten den Quotienten auf

Ho. 154 82186 1y der vorliegenden Arbeit soll jedoch die

seine pradiktive Aussagekraft.
Aussagekraft des Quotienten in der Diagnosehilfe von hypertensiven
Schwangerschaftserkrankungen untersucht werden.

Ohkuchi et al.'”” untersuchten in ihrer Studie 7 Patientinnen mit GP und 34 Patientinnen mit PE
auf die Serumkonzentrationen von sEng, PIGF und sFIt1/PIGF und bestimmten den prozentualen
Anteil derer, die mit ihren Werten iiber der 95. Perzentile (sEng und sFIt1/PIGF) bzw. unter der
5. Perzentile (PIGF) von Referenzwertekurven lagen. Es konnte beobachtet werden, dass 94 %
der Patientinnen mit PE einen Wert des Quotienten sFIt1/PIGF iiber der 95. Perzentile aufwiesen,
wihrend nur 77 % erniedrigte Werte fiir PIGF unter der 5. Perzentile zeigten. Der einzelne
Serumparameter sFlt1 wurde in dieser Studie nicht bestimmt.

Buhimschi et al.'®!

verglichen die jeweiligen Urinkonzentrationen von uFItl/PIGF (urinary
soluble fms-like tyrosine kinase/placental growth factor) und sEng als Diagnosehilfe bei
schwerer PE und stellten fest, dass der Quotient zu besseren Ergebnissen in der ROC-Analyse
fiihrte: AUC 0,88 vs. 0,75 fiir sEng in Fillen schwerer PE und AUC 0,94 vs. 0,83 (sEng) in
Féllen schwerer PE vor der 37. SSW. In einer anderen Studie konnte dieselbe Arbeitsgruppe
zeigen, dass die Urinkonzentration von sFIt1/PIGF am bei einem Cutoff von > 2,1 zu einer
Sensitivitit von 88 % und einer Spezifitit von 100 % fiihrte. '

Alle bisher genannten Studien verwendeten den ELISA von R&D Systems. Sunderji et al.'”

bestimmten unter Verwendung des automatisierten Assays von Beckman Coulter (Fullerton,
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California) anhand von ROC-Kurven-Analysen die diagnostische Aussagekraft von sFlItl bzw.
PIGF vs. den Quotienten sFl1t1/PIGF. Die AUC fiir sFIt1/PIGF war mit 0,99 groBer als jene der
einzelnen Parameter sFIt]1 bzw. PIGF (AUC jeweils 0,98).

Da in der vorliegenden Arbeit das automatisierte Elecsys®-Assay angewendet wurde, konnen
die Ergebnisse am besten mit jenen Studien verglichen werden, die denselben Assay
verwendeten. Schiettecatte et al.'®" konnten einen sehr viel hdheren Medianwert fiir sFlt1/PIGF
in der PE-Gruppe als in der Kontrollgruppe bestimmen: 461 vs. 3,6 (p<0,001). Damit
unterschied der Quotient noch deutlicher zwischen Kontrollen und PE als die einzelnen
Parameter. Verlohren et al."”” konnten in der ROC-Analyse fiir den Quotienten eine AUC von
0,95 bestimmen, wihrend diese fiir PIGF bei 0,92 und fiir sFIt1 bei 0,91 lag. Noch bessere Werte
des Quotienten konnten fiir die AUC bei friih einsetzender PE gemessen werden: 0,97 (vs. AUC
0,89 bei spit einsetzender PE). Auch Ohkuchi et al.'® evaluierten den automatisierten Elecsys®-
Test und untersuchten die Aussagekraft der einzelnen Parameter sFItl, und PIGF bzw. des
Quotienten sFIt1/PIGF. Sie konnten zeigen, dass der Quotient im Vergleich zu den einzelnen
Parametern die beste diagnostische Aussagekraft sowohl fiir alle Fille von PE als auch fiir friih
und spit einsetzende PE hatte, am deutlichsten war diese jedoch bei friih einsetzender PE.

In der vorliegenden Studie konnten die genannten Beobachtungen bestitigt werden. Die AUC
der gesamten PE-Gruppe war fiir sFlt1/PIGF 0,96, wihrend jene fiir sFlt] und PIGF bei 0,92 und
bei 0,94 lagen. Bei der friih einsetzenden PE lag die AUC fiir sFIt1/PIGF bei 0,99, wihrend jene
fiir die spét einsetzende PE bei 0,91 lag. Im Vergleich dazu waren die AUC bei friih einsetzender
PE fiir sFItl und PIGF 0,98 und 0,97, bei spit einsetzender PE 0,82 und 0,88. Die grofite AUC
insgesamt konnte bei der Gruppe der schweren PE festgestellt werden: AUC fiir sFlt1/PIGF 0,99;
0,98 bei HELLP-Syndrom, 0,94 bei milder PE und 0,93 bei Propf-PE. Damit ist auch bei
Betrachtung aller PE-Untergruppen die Aussagekraft des Quotienten sFlt1/PIGF im Vergleich zu
den einzelnen Parametern am groften. Eine Ausnahme bildet die Gruppe der Propf-PE. Hier ist
die AUC mit 0,98 fiir PIGF am groBten (vs. 0,93 fiir sFIt1/PIGF und vs. 0,68 fiir sFlt1).
Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass der Quotient sFIt1/PIGF den einzelnen

Parametern in seiner Aussagekraft als Diagnosehilfe {iberlegen ist.
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5.3 Die Bestimmung von Cutoff-Werten fir angiogene und
antiangiogene Faktoren und deren Bedeutung fur den
klinischen Alltag in der Behandlung der Praeklampsie

Die klinische Bedeutung von sFItl und PIGF wurde in diversen Studien untersucht und
bestﬁtigt.“o’ H6. 137. 187 Bisher stand zur Messung dieser Parameter vor allem der ELISA von
R&D Systems zur Verfiigung, der auf Grund seiner ausschlieBlich manuellen und
zeitaufwendigen Durchfithrung nur im experimentellen Rahmen eine Rolle spielen konnte. Mit
dem Elecsys® Testsystem steht nun eine vollautomatisierte Plattform zur Verfiigung, die in
Messgeriten verwendet werden kann, die in vielen Krankenhauslaboratorien vorhanden sind.
Die Dauer des Assays betrdgt 18 Minuten und bietet damit schnelle Ergebnisse, die die klinische
Handlungsentscheidung direkt beeinflussen konnen.

Obwohl die PE eine klar definierte Erkrankung zu sein scheint, ist das klinische Bild sehr
heterogen und kann unterschiedliche Dynamiken zeigen. Die derzeit verwendeten
Diagnosemittel (Blutdruckmessung und Bestimmung der Proteinausscheidung im Urin)
ermoglichen zwar die préizise und relativ einfach durchzufiihrende Diagnosestellung der PE,
jedoch haben sie eine geringe Spezifitit und Sensitivitidt beziiglich der Pridiktion fiir schwere
Verlidufe der PE und fiir das Risiko fiir Mutter und Kind.” '*® Des Weiteren konnen andere
Erkrankungen wie chronische Nierenerkrankungen und Autoimmunerkrankungen klinisch
schwer von einer PE zu unterscheiden sein.”” '*’ Somit stellt der Quotient sFIt1/PIGF ein
niitzliches weiteres Diagnosemittel dar, soweit er im klinischen Alltag schnell und sicher zu
bestimmen ist. Die Differentialdiagnose bei hypertensiven Schwangerschaftserkrankungen
konnte vereinfacht werden und Mutter und Kind konnten von der sicheren und schnellen
Diagnosestellung profitieren. In einer Studie konnte gezeigt werden, dass die Verwendung von
sFIt1/PIGF in der Diagnose und Behandlung der PE zu erheblichen Kostensenkungen in der
Gesundheitsversorgung fiihrte.'®

Die Bestimmung eines Cutoff-Wertes ist fiir die Anwendung von Laborparametern im klinischen
Alltag unabdinglich. So haben diverse Studien Cutoff-Werte fiir den Quotienten sFIt1/PIGF
bestimmt, um eine moglichst hohe Sensitivitit und Spezifitit zu erreichen.

Verlohren et al.'” bestimmten einen Cutoff-Wert von 85 fiir sFlt1/PIGF und erreichten damit
eine Sensitivitdt von 82 % bei einer Spezifitit von 95 % fiir alle PE Fille. Fiir die Gruppen der

frith einsetzenden PE erreichten sie bei gleichem Cutoff-Wert von 85 eine Sensitivitit von 89 %
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bei einer Spezifitdat von 97 %, fiir die Gruppe der spit einsetzenden PE hingegen eine Sensitivitéit
von 74 % bei einer Spezifitit von 89 %.

Ohkuchi et al.'® konnten mit einem Cutoff-Wert von 45 fiir alle PE-Fille auf eine Sensitivitit
von 97 % und eine Spezifitit von 95 % und fiir die Gruppe der friih einsetzenden PE sogar auf
eine Sensitivitdt von 100 % und eine Spezifitit von 95 % gelangen.

Salahuddin et al.'”” bestimmten durch ROC-Kurvenanalyse Cutoff-Werte fiir die alleinige
Serumkonzentrationen von sFItl zur Diagnose der PE vs. Kontrollen, bzw. zur
Differenzialdiagnose von SIH bzw. cHT vs. PE. Fiir PE vs. Kontrollen ermittelten sie bei einem
Cutoff-Wert von 23,5 ng/mL eine Sensitivitidt und Spezifitdt von jeweils 90 % mit einer AUC
von 0,94. Zur Differenzierung von SIH und PE bestimmten sie einen Cutoff von 41,8 ng/mL und
konnten eine Sensitivitit von 79 % und eine Spezifitit von 88 % mit einer AUC von 0,89
beschreiben. Zur Differenzierung von cHT und PE ermittelten sie einen Cutoff von 35.8 ng/mL
mit einer Sensitivitit von 84 % und einer Spezifitit von 95 % bei einer AUC von 0,94. Die
diagnostische Aussagekraft des Quotienten sFIt1/PIGF wurde in dieser Studie nicht untersucht.
In der vorliegenden Arbeit wurde ein Cutoff-Wert von 70 fiir sFlt1/PIGF bestimmt. Zielgebend
war dabei eine moglichst hohe Spezifitit von etwa 95 %, um eine moglichst hohe richtig
negative Anzahl zu erreichen und somit eine unnétige Beunruhigung des Patienten und Arztes zu
verhindern. Der Cutoff von 70 fiir sFIt1/PIGF fiihrte fiir die gesamte Gruppe der PE-Fille zu
einer Sensitivitdt von 78,1 % bei einer Spezifitit von 94,0 %. Fiir die Gruppen der friih und spit
einsetzenden PE wurden folgende Werte erreicht: Sensitivitidt 91,7 % und Spezifitit 95,9 % fiir
frith einsetzende PE, Sensitivitit von 70,0 % und Spezifitit von 90,5 % fiir spit einsetzende PE.
Am besten fallen die Werte jedoch in den Gruppen der schweren PE und des HELLP-Syndroms
aus: jeweils Sensitivitit von 100 % und Spezifitit von 94,0 %. In der Gruppe der milden PE
liegen die Werte der Sensitivitdt bei 64,5 % und der Spezifitit bei 94 %, in der Gruppe der
Propf-PE bei Sensitivitidt von 57,1 % und Spezifitit von 94,0 %. Insgesamt konnte fiir Frauen
mit einer Serumkonzentration von sFItl/PIGF > 70 ein 16-fach erhohtes Risiko fiir eine
vorliegende PE bestimmt werden.

Der hier gesetzte Cutoff ist somit mit jenem anderer Studien in seiner Qualitidt an Sensitivitdt und
Spezifitidt vergleichbar. Unterschiede im Cutoff sind wahrscheinlich auf interindividuelle
Unterschiede der untersuchten Probandinnen zuriickzufithren. Um einen allgemeingiiltigen

Cutoff-Wert festsetzten zu konnen, miissen gro3ere Studien durchgefiihrt werden.
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5.4 Schlussfolgerungen und Ausblick

Wir konnten in unserer Studie nachweisen, dass die automatisierte Messung von sFIt1, PIGF und
ihrem Quotienten sFIt1/PIGF im klinischen Alltag ein praktisches und aussagekriftiges Mittel
zur Diagnose hypertensiver Schwangerschaftserkrankungen darstellen kann. Besonders wertvoll
ist dies fur Frauen mit schweren Formen der PE, die eine erhohte maternale und fetale
Morbiditit und Mortalitdt aufweisen und von der Betreuung in spezialisierten Zentren besonders
profitieren. In unserer Studie wurde ein Cutoff-Wert fiir sFl1t1/PIGF bestimmt, der unabhéngig
vom Gestationsalter war. Da sich die Serumkonzentrationen von sFItl und PIGF im Laufe der
Schwangerschaft verdndern, erscheint es wichtig, fiir das jeweilige Gestationsalter geltende
Referenzwerte zu bestimmen und angepasste Cutoff-Werte zu ermitteln. Dadurch miissten
bessere Spezifititen und Sensitivitidten erreicht werden. Dies ist nur durch groBe Studien mit

hoheren Fallzahlen zu ermoglichen.
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6 Zusammenfassung

Die Priaeklampsie (PE) betrifft etwa 3-5 % aller Schwangerschaften weltweit und begriindet
einen erheblichen Anteil maternaler und fetaler Morbiditit sowie Mortalitit. Die Atiologie der
Erkrankung ist in seiner Komplexitdt bisher nicht vollstandig erklart. Die sezernierten
angiogenen sowie antiangiogenen Faktoren sind seit iiber 10 Jahren Gegenstand intensiver
Forschung und stellen das Bindeglied zwischen der Plazenta als Entstehungsort der PE und der
systemischen Beteiligung der maternalen Gefafle und Organe dar. Bei Frauen mit PE konnte im
Vergleich zu gesunden Schwangeren eine Dysbalance des angiogenen Faktors PIGF (placental
growth factor) und seinem antiangiogenen Gegenspieler sFltl (soluble fms-like tyrosine kinase
1) festgestellt werden: die Serumkonzentration von sFlt1 ist erhoht und fiihrt unter Bindung von
PIGF zu erniedrigtem freien PIGF, was dessen angiogene Wirkung verhindert. In diversen
Studien wurden sFItl und PIGF dariiber hinaus als Markerproteine fiir die Diagnose und
Pradiktion der PE untersucht. Da die Veridnderungen der Serumkonzentrationen von PIGF und
sFIt1 nicht nur bei klinisch prisenter PE, sondern auch dieser vorausgehend auftreten, konnten
die Marker sowohl in der Diagnose als auch in der Pridiktion der PE dienen. Als gleichzeitige
Abbildung beider Verdnderungen spielt der Quotient sFlt1/PIGF eine herausragende Rolle. Im
experimentellen Rahmen wurde zur Messung der Parameter zumeist der ELISA von R&D
Systems verwendet. Seit 2009 ist ein automatisiertes Messsystem von Roche Diagnostics
(Elecsys®) erhiltlich, das erstmals die Verwendung der Parameter im klinischen Alltag
ermoglicht.

In der vorliegenden Studie wurde das Elecsys®-Testsystem zur Messung von sFltl, PIGF und
sFIt1/PIGF in der Diagnose hypertensiver Schwangerschaftserkrankungen untersucht. Insgesamt
wurden 338 Frauen mit Einlingsschwangerschaften eingeschlossen: 232 Frauen mit normalem
Schwangerschaftsverlauf (Kontrollen), 64 Frauen mit einer PE bzw. einem HELLP-Syndrom
(Fille), 18 Frauen mit schwangerschaftsinduzierter Hypertonie (SIH), 2 Frauen mit chronischer
Hypertonie (cHT) und 22 Frauen mit Gestationsproteinurie (GP). Die Fille wurden unterteilt in
milde und schwere PE, Propf-PE und HELLP-Syndrom (jeweils n =31, n=20,n=7, n=6), des
Weiteren in frith und spit einsetzende PE (jeweils n = 24 und n = 40). Es konnten signifikante
Unterschiede zwischen Kontrollen und allen Fallgruppen festgestellt werden: die
Serumkonzentrationen von sFItl und Quotient waren signifikant erhoht, jene von PIGF
signifikant erniedrigt. Dariiber hinaus korrelierten die Abweichungen der Serumkonzentrationen

mit dem Schweregrad der Erkrankung. So war die Abweichung bei Frauen mit schwerer PE und
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HELLP-Syndrom signifikant stirker als bei jenen mit milder PE, sowie bei Frauen mit frith
einsetzender PE signifikant stdrker als bei jenen mit spit einsetzender PE. Frauen mit Propf-PE
zeigten weniger deutliche Auspriagungen. Die verdnderten Serumkonzentrationen bei Frauen mit
SIH oder GP lagen zwischen jenen der Kontrollen und der Fallgruppen und unterschieden sich
von diesen jeweils signifikant. Die 2 Frauen mit cHT zeigten nur vs. den Fallgruppen, nicht
jedoch vs. den Kontrollen signifikante Unterschiede. Daraus konnte geschlossen werden, dass
SIH und GP Vorstufen einer PE darstellen, wihrend der cHT und die Propf-PE auf andere
Entstehungsmechanismen griinden konnten.

Die Untersuchung der diagnostischen Aussagekraft des Quotienten sFIt1/PIGF vs. jener der
einzelnen Parameter sFlt1 und PIGF anhand von ROC-Kurvenanalysen zeigte, dass der Quotient
sFIt1/PIGF insgesamt zu besseren Ergebnissen fiihrte. Die besten Ergebnisse konnten fiir die
schweren Formen der PE (jeweils vs. Kontrollen) bestimmt werden: friih einsetzende PE sowie
schwere PE mit einer AUC von jeweils 0,99 sowie HELLP-Syndrom mit einer AUC von 0,98.
Um eine klinische Anwendbarkeit der Parameter zu untersuchen, wurde anhand der ROC-
Kurvenanalyse ein Cutoff-Wert fiir sFIt1/PIGF von 70 unabhingig vom Gestationsalter
bestimmt. Fiir alle Fille vs. Kontrollen fiihrte dies zu einer Spezifitit von 94 % bei einer
Sensitivitidt von 78,1 %. Fiir die friih einsetzende PE (vs. frithe Kontrollen) ergab sich 95,9 %
und 91,7 %, fiir die schwere PE bzw. HELLP-Syndrom vs. Kontrollen jeweils 94,0 % und 100 %
(jeweils Spezifitit und Sensitivitit).

Insgesamt konnte gezeigt werden, dass die Messung der Serumkonzentrationen von sFlt1 und
PIGF mit Hilfe des Elecsys®-Assay zu vergleichbaren Ergebnissen mit bisherigen Studien fiihrt.
Insbesondere fiir schwere Formen der PE konnte eine sehr gute diagnostische
Aussagekraftgezeigt werden. Die Messung der Parameter sFItl, PIGF und vor allem sFlIt1/PIGF
konnte somit das klinische Management direkt beeinflussen, durch eine rechtzeitige
Uberweisung in spezialisierte Zentren die maternale und fetale Morbiditit und Mortalitit

reduzieren und wird bereits in der klinischen Routine angewendet.
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Abkiirzungsverzeichnis

AGA appropiate size for gestational age

ALT Alanin-Aminotransferase

AST Aspartat-Aminotransferase

AT1 Angiontensin II Typ 1 Rezeptor
ATI-AA Angiontensin II Typ 1 Rezeptor Autoantikdrper
AUC area under the curve

BMI body mass index

bzw. beziehungsweise

cHT chronische Hypertonie

CTG cardiotocography

ELISA enzyme linked immunosorbent assay
EwW Entwicklungswochen

frPE frith einsetzende Praeklampsie

Flk-1 fetal liver kinase 1

Flt1 fms-like tyrosine kinase 1

GP Gestationsproteinurie

HELLP haemolysis, elevated liver enzyme levels, low platelet count
HIF hypoxia-inducible factor

HIV human immunodeficiency virus

HLA human leukocyte antigen

IUGR intrauterine growth restriction

KDR kinase insert domain-containing receptor
KIR killer immunoglobin receptor

LDH Laktatdehydrogenase

mPE milde Praeklampsie

NK natiirliche Killerzellen

NO nitric oxide; Stickstoffmonoxid

PE Praeklampsie

PIGF placental growth factor

pPE Propf-Prieklampsie

ROC receiver operated characteristic



sEng
sFlt1
SGA
SIH

sPE
spPE
SSW
STOX1
TGF-
uFlt1/PIGF
VEGF
VEGFR1
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soluble endoglin

soluble fms-like tyrosine kinase 1
small for gestational age
schwangerschaftsinduzierte Hypertonie
schwere Prieklampsie

spét einsetzende Prieklampsie
Schwangerschaftswochen

storkhead box 1

transforming growth factor beta
urinary soluble fms-like tyrosine kinase/placental growth factor
vascular endothelial growth factor

vascular endothelial growth factor receptor 1
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