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Zusammenfassung

Fetale Programmierung ist ein Konzept, welches beschreibt, wie z.B. durch Umwelteinfliisse
hervorgerufene Reize wihrend der frithen embryonalen Entwicklung epigenetische Verdnderungen
hervorrufen konnen, welche sich spdter am erwachsenen Organismus manifestieren konnen. Das
Renin-Angiotensin-System ist eines der phylogenetisch dltesten unter den bekannten hormonellen
Systemen. Es spielt eine bedeutende Rolle in Zusammenhang mit der Steuerung von
Salzausscheidung und Wasserhaushalt sowie der Blutdruckregulation. In verschiedenen Organen und
Geweben existieren lokale RAS, so auch in der Plazenta. Der Haupteffektor des RAS ist das Hormon
Angiotensinll. Es bindet an spezielle Rezeptoren, von denen mehrere Typen existieren. Der AT2R
wird im erwachsenen Organismus nur in geringeren Mengen exprimiert. Er wird vor allem in fetalem

Gewebe beobachtet.

In dieser Arbeit wurden Zusammenhénge zwischen dem AT2R in der Plazenta und miitterlichen und
kindlichen Parametern untersucht, die bei der fetalen Programmierung und in Zusammenhang mit

schwangerschaftsspezifischen Erkrankungen, wie der Priaecklampsie eine Rolle spielen.

Es wurden 282 menschliche Plazentaproben gesammelt und mittels Gelelektrophorese und
Westernblott das AT2R-Vorkommen im Plazentagewebe ermittelt. Mit statistischen Analysen wurden
Zusammenhinge zwischen der AT2R-Expression der Plazenta und verschiedenen miitterlichen und

kindlichen Parametern, welche peripartal erhoben wurden untersucht.

Es lieBBen sich AT2R in jeder Plazenta nachweisen. Die plazentare AT2R Expression war signifikant
hoher als die des AT1R. In der vorliegenden Kohorte fand sich kein Zusammenhang zwischen der
plazentaren AT2R-Expression und dem Geburtsgewicht der Neugeborenen als dem wichtigsten
Surrogatparameter der fetalen Programmierung. Es zeigten sich signifikante Zusammenhénge
zwischen der plazentaren AT2R-Expression, dem pH-Wert im umbilicalarteriellen Blut und dem
Vorliegen einer intrauterinen Hypoxie. Es wurden signifikante Zusammenhénge zwischen der AT2R-
Expression und dem Vorliegen einer Proteinurie der Miitter zu verschiedenen Zeitpunkten der
Schwangerschaft gefunden. Auch bei dem gleichzeitigen Vorliegen eines arteriellen Hypertonus und
dem Vorliegen einer Proteinurie fand sich ein signifikanter Zusammenhang mit dem plazentaren
AT2R. Bei Miittern, bei denen eine Erstgraviditét vorlag, zeigte sich eine signifikant hohere AT2R-

Expression als bei Miittern, welche zuvor bereits schwanger waren.
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Zusammenfassend konnten Anhaltspunkte auf durch AT2R vermittelte Verdnderungen des

intrauterinen Milieus gezeigt werden, welche auf epigenetische Effekte hinweisen konnen.

Da es sich bei dieser Studie um eine Assoziationsstudie handelt, dic dem Testen und dem
Weiterentwickeln von Hypothesen dient, lassen sich hier keine kausalen Zusammenhinge zwischen

den plazentaren AT2R und dem Phénotyp darstellen.
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Abstract

Fetal programming describes how environmental influences can cause epigenetic changes during the
early embryonic development, which can later manifest in the adult phenotype.

The renin-angiotensin system (RAS) is one of the phylogenetically oldest known hormone systems.
It plays an important role in the control of salt excretion and water balance as well as blood pressure
regulation. Local RAS exists in various organs and tissues, including the placenta. The main effector
hormone of the RAS is angiotensin II. It binds to specific receptors. One of them, the angiotensin II
type 2 receptor (AT2R), is expressed only in small amounts in the adult organism. It is mainly found
in fetal tissue. In this work, relationships between AT2R in the human placenta and maternal and child
parameters that play a role in fetal programming and in connection with pregnancy-specific diseases
such as preeclampsia were investigated.

282 human placenta samples were collected and AT2R in placental tissue was determined by gel
electrophoresis and Western blotting. Statistical analyses were used to investigate the relationship
between the AT2R expression in the placenta and various maternal and child parameters, which had
been collected peripartum.

AT2R could be detected in every placenta. The placental AT2R expression was significantly higher
than of AT1R. No relationship could be found between placental AT2R and neonatal weight as the
most important surrogate parameter of fetal programming. Significant relationship was found
between the placental AT2R and the umbilical arterial blood pH as well as the diagnosis of intrauterine
hypoxia. As for maternal parameters, significant relationships were found between the AT2R and
proteinuria at different time points during pregnancy. Women with simultaneous presence of arterial
hypertension and proteinuria had higher placental AT2R expression compared to those without. The
AT?2R expression was significantly higher in primigravidae mothers.

In summary, this work shows associations between placental AT2R and some maternal and fetal
characteristics, which may indicate a role of AT2R in fetal programming.

Since this study is an association study it serves to test and further develop hypotheses. Detection of
causal relationships between the placental AT2R and the fetal phenotype remain warrants further

studies.
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1 Einleitung

1.1 Fetale Programmierung

Bereits in utero ist der sich entwickelnde menschliche Organismus einer Vielzahl von Reizen
ausgesetzt, die seine Entwicklung beeinflussen und auf die er mit spezifischen Anpassungsvorgiangen
reagieren kann. Als Beispiele gelten hier maternale hormonelle Reize und Reize, die durch das
maternale bzw. das Genom des Fetus selbst entstehen sowie Reize die durch maternale Malnutrition
oder maternale Hypoxie die Entwicklung beeinflussen konnen. Es gilt als unbestritten, dass
Storungen des intrauterinen Milieus wihrend der prénatalen Entwicklung zu schweren postpartalen
Schiden fiihren konnen, welche bis ins hohe Alter fortbestehen. Héufig zdhlen hierzu Erkrankungen,
welche sich bereits prénatal manifestieren. Bekannte Beispiele hierfiir sind kongenitale
Missbildungen der Extremitdten, welche durch die maternale Einnahme des Beruhigungsmittels
Thalidomid (Contergan) wéhrend der Embryo-genese induziert wurden (1). Ein weiteres Beispiel
stellt die Alkoholembryopathie dar, die in Zusammenhang mit maternalem Konsum hoher Dosen
Alkohol wéhrend der frithen Graviditit auftritt und sich bereits prénatal durch eine Mikrozephalie
bemerkbar macht (2). Verschiedene Untersuchungen in den letzten Jahrzehnten legen die
Schlussfolgerung nahe, dass es neben diesen friih sichtbaren Erkrankungen auch solche gibt, die zwar
ebenfalls angeboren sind, sich aber erst im Verlauf des spéteren Lebens manifestieren. Welche also

frith postnatal noch ,,verborgen* sind.

Vor einigen Jahren entstand unter dem Begriff ,,developmental origins of health and disease* eine
neue medizinische Teildisziplin, welche sich mit Einfliissen des miitterlichen Organismus und der
Umwelt wihrend der prénatalen Entwicklung auf das spitere Entstehen von Krankheiten bei
Nachkommen beschiftigt. Mittlerweile konnte in einer Vielzahl von epidemiologischen Studien
nachgewiesen werden, dass eine umweltbedingte Malnutrition wihrend der Graviditdt einen

wichtigen Einfluss auf das embryofetale Wachstum ausiibt (3).

Hypothesen, nach denen Auswirkungen von dufleren Reizen an die Folgegenerationen weitergegeben
werden konnen waren zu diesem Zeitpunkt nicht neu. Entsprechende Ideen entstanden bereits im
Lauf der letzten 200 Jahre. Als einer der Ersten verband Giinter Dorner Anfang der 1970er Jahre an
der Berliner Charité entsprechende Konzepte und fiihrte als erster den Begriff der ,.intrauterinen
Programmierung® als Titel einer Theorie ein, welche krankhafte, langfristig wirkende Effekte

aufgrund von hormonellen Einfliissen beschrieb, die bereits prinatal wirksam waren (4). Der

1



endgiiltige Begriff ,.fetale Programmierung schlieflich wurde durch Hales und Barker geprégt,
welche dieses Konzept in den 1990er Jahren weiterentwickelten (5). Der britische Epidemiologe
David Barker gilt dabei als der erste Forscher, dem es gelang, Zusammenhédnge zwischen der
intrauterinen Entwicklung und postnatalen Erkrankungen in einer Studie nachzuweisen. Seine
Hypothese des sog. ,,fetal programming® geht davon aus, dass bestimmte Stimuli wéhrend kritischer
Wachstums- und Entwicklungsphasen zu Verdanderungen fiihren konnen, welche sich nicht direkt
postpartal manifestieren, aber ein Leben lang erhalten bleiben und im hoheren Alter das Auftreten

verschiedener Erkrankungen begiinstigen konnen.

1.1.1 Die Barker-Hypothese

In der zweiten Hélfte des letzten Jahrhunderts waren einige britische Mediziner damit beschéftigt,
retrospektiv regionale Unterschiede in der Mortalitdit von kardiovaskuldren Erkrankungen zu
untersuchen. Barker et al. kamen auf Grund eines beobachteten Zusammenhangs von hoher
Sauglingssterblichkeit und einer spéter vermehrt auftretenden kardiovaskuldren Mortalitdt in einigen
Regionen GrofBbritanniens zu dem Schluss, dass die Ursache dieses Zusammenhangs in widrigen

prénatalen Bedingungen liegen konnte.

Die héufigste Ursache fiir erhohte Sduglingssterblichkeit am Beginn des 20. Jahrhunderts war ein
erniedrigtes Geburtsgewicht. Barker et al. konnten in England und Wales mit Hilfe von
Geburtsaufzeichnungen aus der Zeit zwischen 1921 und 1928 auf umfangreiche biometrische Marker
zurlickgreifen und diese mit dem Auftreten von kardiovaskuldren Erkrankungen 50-60 Jahre spiter
vergleichen. In Zeiten mit hoher Sduglingssterblichkeit geborene Individuen wiesen im spéteren
Leben ein erhohtes Risiko fiir die ischdmische Herzerkrankung auf. In einer weiteren Studie
betrachtete man die lokale kardiovaskuldre Mortalitit einer Population, die in der Gegend um
Herfordshire geboren wurde. Hier zeigte sich, dass Individuen, bei denen zum Zeitpunkt der Geburt
ein erniedrigtes Geburtsgewicht gemessen wurde, eine relativ erhohte Inzidenz fiir das Auftreten
kardiovaskuldrer Erkrankungen im Erwachsenenalter aufwiesen. Die kardiovaskuldre Mortalitét
betrug in der Gruppe der unter-gewichtig Geborenen im Vergleich mit normgewichtig Geborenen das
Zweifache. Die Untersuchungen von Barker et al. konnten damit erstmals zeigen, dass eine lokale
und zeitliche Beziehung zwischen geringem Geburtsgewicht und erhohter kardiovaskuldrer

Mortalitdt im spateren Alter besteht (6,7).

Barker beschriecb Uberlegungen, nach denen bereits prinatal bzw. friih postpartal durch

umweltbedingte Reize bestimmte Informationen implantiert und bereits zu diesem Zeitpunkt zu
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Verdnderungen gefiihrt haben mussten. Diese frithen Verdnderungen hitten sich dann im spéteren
Alter in Form bestimmter Erkrankungen manifestiert. Die nach ihm benannte ,Barker
Hypothese* bzw. ,,hypothesis of developmental origins of adult disease beschreibt, dass negative
Einfliisse bereits wihrend der intrauterinen Entwicklung permanente Verdnderungen von Physiologie
und Metabolismus zur Folge haben koénnen, welche in einem erhohten Risiko fiir chronische

Erkrankungen im Erwachsenenalter miinden (8).

Es folgten Studien weiterer Autoren, welche Barkers Beobachtungen ergidnzten. Forsdahl et al.
konnten an einer norwegischen Kohorte einen Zusammenhang zwischen Sduglingssterblichkeit und
einem erhohten Risiko fiir ischdmische Herzkrankheit im spéiteren Leben nachweisen (9). Forsen et
al. fanden in einer finnischen Studie an 3302 Minnern einen Zusammenhang zwischen niedrigem
Geburts- und Plazentagewicht und der Mortalitdt durch koronare Herzkrankheit (10). Dariiber hinaus
zeigte sich, dass die beobachteten Zusammenhinge sehr wahrscheinlich unabhéngig von anderen
Risikofaktoren, wie Rauchen, Ubergewicht, der Zugehdrigkeit zu bestimmten sozialen Klassen oder

Bewegungsmangel waren (11).

In der Folgezeit konnten fiir weitere postnatale Faktoren, wie z. B. der Glukosetoleranz und
Insulinresistenz (12), der Aktivitdt von Gerinnungsfaktoren (13) und dem Serumcholesterinspiegel

(14) Einfliisse von intrauteriner Malnutrition nachgewiesen werden.

Auch der Zeitpunkt, zu dem die intrauterine Mangelversorgung auftritt, steht in Zusammenhang mit
dem Bild der spéter auftretenden Symptome. So fanden Roseboom et al., dass maternale Malnutrition
in der frithen Graviditit mit Dyslipiddmie und Adipositas der Kinder im hoheren Alter einherging.
Trat die Malnutrition erst zu einem spéteren Zeitpunkt auf war sie eher mit einem erniedrigten
Geburtsgewicht der Kinder und einer gestorten Glukosetoleranz im hoheren Alter der Kinder
assoziiert (15). In weiteren Studien wurden andere biometrische Geburtsmarker auf eine Beziehung
zu einem gehduften Auftreten bestimmter Erkrankungen im spéteren Alter untersucht. Es konnte
gezeigt werden, dass Indikatoren wie Kopfumfang und Grof3e des Neugeborenen ebenfalls mit der

Mortalitédt an kardiovaskuldren Erkrankungen im spéteren Leben korrelierten (16).

Neben maternaler Malnutrition existieren weitere Faktoren, die sich auf die intrauterine Entwicklung
auswirken konnen. Benediktsson et al. konnten im Tierversuch zeigen, dass erhdhte prénatale
Glucocorticoidspiegel im Blut mit einem geringeren Geburtsgewicht und erhohten Blutdruckwerten
postnatal in Zusammenhang stehen (17). Auch bei einer prénatalen Exposition von Zytokinen (18),
bei einem erhohten maternalen Anteil an glykolysiertem Hadmoglobin (19) oder bei maternaler

Anédmie (20) fanden sich Hinweise auf dhnliche Zusammenhinge.

Die anfangs von Barker in England beobachtete Beziehung zwischen niedrigem Geburtsgewicht und
3



dem spiter gehduften Auftreten von kardiovaskuldren Erkrankungen konnte in der Folgezeit in vielen
anderen Populationen in verschiedenen Landern nachgewiesen und um weitere Faktoren und
Krankheitsbilder erweitert werden. Zusammenfassend liefern diese Studien also deutliche Hinweise
darauf, dass sich duflere Einfliisse auf die embryofetale Entwicklung auswirken und dass sich die
resultierenden Verdnderungen auf verschiedene Art im spéteren Lebensalter prasentieren konnen.
Diese Einfliisse treffen dabei intrauterin auf ein komplexes System aus einer Vielzahl an
wechselseitigen Interaktionen zwischen maternalem und fetalem Organismus. Neben nutritiven
Faktoren spielt die hormonelle Kommunikation und die enzymatische Ausstattung eine bedeutende
Rolle fiir die weitere Entwicklung. Dabei wirken nicht nur maternale, sondern auch plazentare
hormonelle Reize auf den fetalen Organismus ein. Die Rolle der Plazenta ist dabei nicht auf eine
passive Funktion beschrinkt, sondern sie ist in der Lage die intrauterine Entwicklung und das

Wachstum aktiv zu beeinflussen.
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Abbildung 1: Schema der Einfliisse auf die fetale Programmierung

Das embryofetale Wachstum durchlduft pranatal verschiedene Stadien, wobei es sich grob in die Zeit
der Organogenese und Zellproliferation, welche zur 8. Woche post conceptionem abgeschlossen ist,
und die darauffolgende Periode des Wachstums durch Zellhyperplasie einteilen ldsst. Wie bereits
beschrieben lielen sich in Studien bereits Zusammenhénge zwischen dem Zeitpunkt der Stérung und
der Art der beim Adulten auftretenden Symptome darstellen. Der Zeitpunkt, zu dem der Reize auf die
embryofetale Entwicklung einwirkt, ist daher ebenfalls von besonderer Bedeutung. Die Theorie der
fetalen Programmierung beschreibt in diesem Zusammenhang prénatal kritische Entwicklungsphasen,
wihrend derer der embryofetale Organismus in erhohtem Malle anfillig fiir umweltbedingte
Storungen, wie Nahrstoffmangel oder Verdnderungen im Hormonhaushalt, ist. Diese Stérungen
konnen somit bereits in einem frithzeitigen Entwicklungsstadium die spdtere Funktionsweise von

Organen und Organsystemen beeinflussen. Thr Einfluss kann hierdurch bis ins Erwachsenenalter
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bestehen bleiben und nun zu chronischen Erkrankungen wie Ubergewicht und Bluthochdruck fiihren.
Diese dauerhaften Verdnderungen der Organfunktionen stellen einen Entwicklungsweg dar, welcher

sich im Rahmen der durch die genetische Information vorgegebenen Moglichkeiten vollzieht.

1.1.2 Einfliisse auf den Phiinotyp

Barkers Theorie des fetalen Ursprungs bestimmter Erkrankungen setzt voraus, dass die Entwicklung
des Organismus einer gewissen Plastizitét unterliegt und innerhalb eines bestimmten Spektrums,
welches vom Genotyp vorgegeben wird, variieren kann. Das Wachstum im Uterus wird auf der einen
Seite zwar grundsétzlich vom Genom vorgegeben, welches als eine Art Grundbauplan einen
bestimmten Kontext bietet, innerhalb dessen die tatsdchliche Entwicklung ablauft, auf der anderen
Seite bestimmen duflere Einfliisse, wie weit diese von der vom Genom vorgegebenen Entwicklung
abweicht. Sie spielen somit fiir das perinatal erreichte Gewicht und die GroBe ebenfalls eine
bedeutende Rolle und gestalten somit den resultierenden Phénotyp (21). Dieser stellt hierbei nach
Barker jenen Entwicklungsweg dar, welcher den Organismus am besten auf die erwartete postnatale
Umwelt vorbereitet Dieses Prinzip gewihrleistet in einer Art von Rangfolge die Bevorzugung
wichtiger Organsysteme, um diese vor den Auswirkungen sowohl einer prd- als auch einer
postpartalen Mangelsituation so gut wie moglich zu bewahren. Ein Beispiel hierfiir bietet das Konzept
des ,,brain sparing“: Hier kann der Organismus des Fotus, welcher innerhalb bestimmter kritischer
Zeitraume im Uterus eine Mangelversorgung erfahrt, darauf mit Umbauvorgingen an verschiedenen
Organsystemen reagieren. Diese Umbauvorginge sollen eine mdglichst geringe negative
Beeinflussung der Entwicklung wichtiger Strukturen, in diesem Fall der des Nervensystems
ermoglichen (22). Barker vermutete die Ursache des Zusammenhangs zwischen spiterer
Insulinresistenz und verringerte Muskelmasse in einer intrauterinen Abhéngigkeit der Entwicklungen
von Nerven- und Muskelgewebe im Zustand einer intrauterinen Malnutrition. Die moglichst
unbeeintrichtigte zerebrale Entwicklung dieses Phianotyps werde auf Kosten des Muskelwachstums
ermoglicht. Die aus prénataler Malnutrition resultierende Verringerung der Muskelmasse

manifestiere sich postnatal vor allem durch ein niedriges Geburtsgewicht (23).

An diesem Beispiel zeigt sich, dass ein bestimmter Genotyp nicht zwingend zu einem determinierten
Phinotyp fithren muss. Eher ist der Genotyp in der Lage, je nachdem welchen Einfliissen der sich
entwickelnde Organismus ausgesetzt ist, einen von vielen verschiedenen mdglichen Phénotypen zu
produzieren. Durch eine Vielzahl an mdoglichen Phianotypen wiederum kann sich der Organismus
optimal an seine Umgebung anpassen und sich somit bestmdglich auf die erwarteten postnatalen
Gegebenheiten vorbereiten. Barkers Hypothesen deuten darauf hin, dass die Plastizitit dieser

Entwicklung einen wesentlich groBeren Spielraum bietet, als bis dahin angenommen wurde.
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Diese Uberlegungen fiihrten Barker und Hales zur ,thrifty phenotype hypothesis: Durch
Anpassungsvorginge ist der fetale Organismus hier in der Lage sich auf eine ndhrstoffarme
postpartale Umwelt vorzubereiten. Von vielen moglichen Phédnotypen wiirden diese
Adaptionsvorgidnge in einer néhrstoffarmen Umgebung intrauterin in einem ,Sparsamen
Phénotyp* resultieren, der es dem Kind postnatal ermdglichen soll, mit wenig Nahrung auszukommen
und den Organismus zu einer optimalen Nutzung der ihm zur Verfiigung stehenden Ressourcen

befdhigen soll.

Es ist wahrscheinlich, dass auch wenn diese intrauterinen Modifizierungen postnatal in einer
néhrstoffarmen Umgebung von Vorteil sein konnen, sie dennoch in der Lage sind sich in einer
nihrstoffreichen Umgebung negativ auszuwirken, indem sie ein Auftreten von Diabetes mellitus Typ
2 und dessen Folgen begilinstigen koénnen (23). Die intrauterinen Anpassungsvorginge wiirden somit
unter bestimmten Bedingungen die Anfilligkeit des adulten Organismus fiir das Auftreten bestimmter

Krankheiten erhohen.

.Fetale Programmierung” Genetische Pradisposition

. | »
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*
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b

Abbildung 2: Einfliisse auf das kardiovaskulére Risiko

Dies trifft dann zu, wenn die postnatale Umwelt nicht den pranatalen Erwartungen entspricht, wenn
also ein Mismatch zwischen diesen entsteht. Daraus folgt, dass die beobachteten Zusammenhinge
zwischen eingeschranktem pré- und postnatalem Wachstum einerseits und dem gehduften Auftreten
von Diabetes Mellitus Typ 2 und metabolischem Syndrom im Erwachsenenalter andererseits, ihre
Ursache in einer Malnutrition im friihen Leben und in daraus folgenden Abweichungen von den
erwarteten postnatalen Umweltbedingungen haben, wenn postnatal ein Uberangebot an Nahrung zur

Verfligung steht.



1.1.3 Epigenetische Modifikationen

Die Theorie der fetalen Programmierung wird derzeit durch eine Vielzahl an Publikationen gestiitzt.
Auch das Verstdndnis der molekularen Mechanismen, welche in Frage kommen, diese friihzeitigen
Anpassungsvorginge umzusetzen konnte in den letzten Jahrzehnten deutlich erweitert werden. Eine
wichtige Rolle wird in diesem Zusammenhang der epigenetischen Modifikation der DNA

zugeschrieben.

Epigenetische Modifikationen sind vererbbare Anderungen von Genexpression und -funktion, welche
nicht durch entsprechende Verdnderungen in der DNA-Sequenz selbst erklart werden konnen (24).
Durch die Regulierung der Expression bestimmter Gene zu festgelegten Zeitpunkten steuern sie die
Differenzierung der einzelnen Zellen, welche anschlieBend z.B. innerhalb eines Zellverbandes
bestimmte Funktionen ausiiben konnen. Sie bilden den Anteil innerhalb der DNA, in dem sich
differenzierende Zellen unterscheiden. Epigenetische Modifikationen umfassen unter anderem DNA -

Methylierung, kovalente Histonmodifikationen und RNA-Silencing.

Die DNA-Methylierung ist der in diesem Zusammenhang am besten untersuchte epigenetische
Prozess, welcher den DNA-Strang modifiziert, ohne in die DNA-Sequenz selbst einzugreifen. Es ist
ein phylogenetisch alter Vorgang, der hauptsichlich der Inaktivierung von Fremd-DNA diente. Bei
der DNA-Methylierung spielen Cytosin-Guanosin Dinukleotide (CpG), die sich an den 5’
Promotorregionen bestimmter Gene befinden und auch als CpG Inseln bezeichnet werden eine
besondere Rolle. Sie enthalten Cytosinbasen, welche sich durch die DNA-Methyltransferasen 3a und
3b methylieren lassen. Die RNA-Polymerase, welche die Herstellung von Ribokukleinsduren
katalysiert, lagert sich fiir diesen Vorgang an ihre Bindungsstellen an. Dies ist allerdings nur dann
moglich, wenn die CpG Dinukleotide im Promoter unmethyliert sind. Die Methylierung verhindert

die Transkription der entsprechenden Gene und inaktiviert sie (25-27).

Da die Methylierung an beiden Strangen der DNA stattfindet und der DNA-Methyltranferase 1 hemi-
methylierte DNA als Substrat gilt, wird sie normalerweise bei der mitotischen Zellteilung auch an die
Tochterzellen weitergegeben (28). Das Ausmal} an neu stattfindenden DNA-Methylierungen ist
besonders im Genom der Zellen wihrend der frilhen Embryonalphase stark ausgeprigt. Mit
fortschreitender Differenzierung der verschiedenen Gewebe nimmt ihre Aktivitdt dann immer weiter
ab (29). In spiteren Lebensphasen hat neu stattfindende DNA-Methylierung kaum noch eine
Bedeutung. In Ausnahmefillen kann es jedoch auch im héheren Lebensalter noch zu Phasen mit einer
steigenden Rate an DNA-Methylierungen kommen. Dies ist bei z.B. bei pathologischen

Veranderungen wie Krebserkrankungen der Fall (30).



Verschiedene Studien konnten bereits konkrete Beispiele fiir DNA-Methylierung aufzeigen.
Heijmans et al. waren eine der ersten, welche in einer Untersuchung zeigen konnten, dass
voriibergehende Umweltbedingungen in der frithen Entwicklung zu epigenetischen Modifizierungen
filhren konnen, welche im spéteren Leben persistieren und sich anhand von verdnderten DNA -
Methylierungsmustern nachweisen lassen. Sie untersuchten Individuen, welche zum Ende des
zweiten Weltkrieges in Holland friih prinatal einer zeitlich eng begrenzten Hungerperiode ausgesetzt
waren und konnten 60 Jahre spéter im Vergleich mit gleichgeschlechtlichen Zwillingen, welche
intrauterin keiner entsprechenden Malnutrition ausgesetzt waren eine geringere Methylierung
bestimmter CpG Dinukleotide im Gen des insulin-like growth factor II, eines wichtigen
Wachstumsfaktors nachweisen (31). Weitere Hinweise lieferte eine retrospektive Studie von Radtke
et al. Sie untersuchten den Methylierungsstatus bestimmter Glucocorticoid Rezeptoren (GR) von
Miittern und deren Nachkommen 10-19 Jahre postnatal anhand von methylierten CpG Inseln. Sie
kombinierten die Ergebnisse mit Befragungen zu bestimmten Formen maternalen Stresses wéhrend
der Schwangerschaft. Es war bereits bekannt, dass prédnatal auftretender maternaler Stress die
psychische Funktion der Nachkommen beeinflussen kann. Vorhergehende Versuche legten die
Vermutung nahe, dass hierfiir u.a. die epigenetische Programmierung von Genen der GR eine Rolle
spielte. Radke et al. fanden bei den Nachkommen der Miitter, die besonderem Stress wihrend der
Schwangerschaft ausgesetzt waren, eine signifikant erhohte Rate an methylierten GR. Bei den
Miittern selbst fand sich diesbeziiglich kein signifikanter Zusammenhang. Das sind Hinweise darauf,
dass Folgen préanatalen Stresses iiber eine Methylierung von CpG Inseln des GR an die Nachkommen

weitergegeben werden konnen (32).

Epigenetische Modifikationen koénnen die Expression bestimmter Gene abhédngig von
Umwelteinfliissen steuern und somit zu Phénotypen fiihren, welche sich unter anderen Bedingungen
nicht entwickelt hétten. Die eigentliche Erbinformation bleibt von solchen Verdnderungen unbertihrt.
Im Gegensatz zur DNA, deren Information sehr stabil ist, und sich iiber das gesamte Leben hinweg
nicht verdndert, kann die epigenetische Modifikation Informationen von frithzeitig abgelaufenen
Ereignissen und Umwelteinfliissen bewahren und das Individuum auf bestimmte zukiinftige

Ereignisse vorbereiten. Dariiber hinaus ist die epigenetische Modifikation reversibel.

Die Exposition besonderer, praigender Umweltbedingungen z.B. wéhrend der fetalen Entwicklung
oder innerhalb der ersten Lebensjahre kann dabei eine epigenetische Markierung setzen. Da diese
Markierungen iiber viele Zellgenerationen hinweg weitervererbt werden konnen, ist es
wahrscheinlich, dass sie langfristige Verdnderungen der Genexpression induzieren und den Phéanotyp
mitgestalten kdnnen. Dies kann im Rahmen der Anpassung an widrige Umweltbedingungen einen

groflen Vorteil darstellen. Allerdings konnen epigenetische Modifikationen im spéteren Leben zu
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verschiedenen Erkrankungen fiithren. Diese Art von Krankheitsentstehung wurde unter dem Begriff
,developmental origin of health and disease hypothesis® beschrieben (33,34). Die Deregulation
bestimmter epigenetischer Mechanismen kann dariiber hinaus verschiedenste Erkrankungen, wie z.B.

Krebserkrankungen zur Folge haben (35).

Auch hormonelle Systeme konnen durch DNA-Methylierung beeinflusst werden und sind bereits
wihrend frither Entwicklungsphasen ,,programmierbar. Ein Beispiel fiir ein solches System ist das
Renin-Angiotensin-System (RAS). Rangel et al. z. B. untersuchten den Methylierungsstatus von
Promotorgenen des Angiotensin Converting Enzyms (ACE), einem wichtigen Bestandteil des RAS.
Sie konnten bei 6- bis 12-Jdhrigen, untergewichtig geborenen Kindern eine signifikante
Hypomethylierung im Vergleich mit normalgewichtig geborenen Kindern zeigen. Zusétzlich fanden
sie eine signifikant inverse Korrelation zwischen dem Ausmal3 der DNA-Methylierung und den
Parametern ACE-Aktivitdt und systolischer Blutdruck (36). Bogdarina et al. konnten im Tierversuch
anhand maternaler Proteinrestriktion bei Ratten in der Folgegeneration eine erhohte Expression des
Angiotensin I Rezeptors (AT1R), einem weiteren wichtigen Bestandteil des RAS, sowie eine

geringere Methylierung in dessen Promotorgen zeigen (37).



1.2 Das Renin-Angiotensin-System

Das RAS ist eines der phylogenetisch dltesten unter den bekannten hormonellen Systemen. Es spielt
eine bedeutende Rolle in Zusammenhang mit der Steuerung von Salzausscheidung und
Wasserhaushalt sowie der Blutdruckregulation (38). Die Geschichte der Entdeckung seiner
Komponenten und Analyse seiner zahlreichen Funktionen reicht mehr als 150 Jahre weit zuriick als
Richard Bright 1836 erste Hinweise auf ein System beschrieb, welches Nieren und Herz verband.
Gegen Ende des 19. Jahrhunderts gelang es Robert Tigerstedt und Per Bergmann eine Substanz zu
extrahieren, welche offenbar vasopressorische Eigenschaften besa3. Da diese Substanz aus einer

Kaninchenniere gewonnen wurde, nannte man sie Renin (39).

Mit der Zeit erkannte man, dass Renin nur ein Teil eines komplexen Systems von Hormonen und
Enzymen ist dessen Ausgangssubstanz das Alpha-Glycopeptid Angiotensinogen darstellt (40,41),
welches von der Leber sezerniert wird. Angiotensinogen ist die Vorstufe der aktiven Komponenten
dieses Systems, welche im Blutkreislauf inaktiv bleibt und durch das von Tigerstedt und Bergmann
entdeckte Enzym Renin in Angiotensin [ gespalten wird. Renin wird vom juxtaglomeruldren Apparat
der Niere sezerniert (40,42). Bei Angiotensin I handelt es sich um ein Dekapeptid und ebenfalls um
eine inaktive Vorstufe. In einem weiteren Schritt wird das Angiotensin I zu Angiotensin II (ANGII),
einem Oktapeptid aktiviert. Die Aktivierung geschieht durch das Angiotensin Converting Enzyme
(ACE), einer membrangebundenen Metalloproteinase, welche wiederum vornehmlich an der
Oberfldache von Endothelialzellen des Lungenkreislaufs gebildet wird (40). ANGII stellt in diesem
System den Hauptaffektor dar, welcher seine Wirkung an speziellen Rezeptoren entfaltet. Hiertliber
kann u. a. der Tonus glatter GefaBmuskulatur beeinflusst werden, was eine Rolle bei der
Blutdruckregulation und Nierendurchblutung spielt (41). Auch die Freisetzung weiterer Hormone
kann hierdurch beeinflusst werden. In den Nebennieren bewirkt es z. B. eine vermehrte Freisetzung
von Aldosteron, dessen wichtigste Aufgabe die Riickresorption von Wasser in den Sammelrohren der
Nieren im Rahmen der Blutdruckregulation ist. In der Hypophyse stimuliert es die Freisetzung des
Antidiuretischen Hormons (ADH), welches ebenfalls eine Reabsorption von Wasser in den
Sammelrohren der Nieren bewirkt. In hohen Dosen fiihrt es zu einer GefdBverengung. Des Weiteren
steigert ANGII in einem Riickkopplungskreislauf die Angiotensinausschiittung, wéhrend es die

Freisetzung von Renin hemmt (43-45).

Das RAS ist in der Lage, auf verschiedene Storungen angemessen und in abgestuften Zeitrdumen zu
reagieren. Einige der Wirkungen des ANGII, wie Vasokonstriktion und Ausschiittung von Aldosteron
stellen sich sofort, d.h. in Sekunden bis Minuten ein. Dadurch kann der Organismus auf plotzliche

Storungen, wie z.B. Blutungen oder Dehydration kurzfristig reagieren, um hierdurch den
10



Blutkreislauf zu unterstiitzen. Andere Wirkungen, wie das Wachstum von Gefa3en, ventrikuldre
Hypertrophie oder die Vasokonstriktion durch sehr geringe Mengen an Aldosteron wiederum

entfalten sich liber Zeitrdume von Tagen oder Wochen (45,46).

Im Lauf seiner weiterfiihrenden wissenschaftlichen Untersuchung gewann das Modell des RAS
immer mehr an Komplexitit. Spezifische Untersuchungen zur Verteilung der Angiotensin-II-
Rezeptoren (ATR) zeigten, dass es sich bei ANGII um ein Hormon handelt, welches parakrine und
autokrine Funktionen besitzt und in der Lage ist Zell- und Gewebewachstum zu steuern (45,47). Seine
wichtigsten Komponenten wurden auch innerhalb verschiedener Organe bestimmt, was einen
Hinweis auf die Existenz verschiedener lokaler RAS lieferte (48). Spezifische Bindungsstellen fiir
ANGII befinden sich auch an Lokalisationen, welche nicht zu den klassischen Wirkorten des RAS
gehoren. Hierzu zdhlen z.B. die Haut, Monozyten, die Harnblase, die Ovarien, Spermien (49). Der
Nachweis einer signifikanten Angiotensinproduktion in der humanen Dezidua sowie die Expression
von ATR in dezidualen Stromazellen wihrend des ersten Trimesters der Graviditét lieferten dariiber
hinaus wichtige Hinweise auf eine Rolle des RAS bei der Regulation der dezidualen und plazentaren
Entwicklung und Funktion (50). Auch innerhalb der Plazenta konnten ATR, Angiotensinogen, ANGII,
Renin und ACE nachgewiesen werden. Der Gefédsstonus wird hier aufgrund fehlender Innervation
ausschlieBlich von loslichen Komponenten des RAS sowie NO reguliert (51). Die Erkenntnis, dass
ANGII in der Plazenta selbst exprimiert wird, unterstiitzt das Konzept eines lokalen plazentaren RAS
(52,53) und deutet darauf hin, dass das RAS hier bei prénatalen Anpassungsvorgingen sowie
hinsichtlich der Regulierung von maternalem und fetalem Salz- Wasserhaushalt eine wichtige Rolle
spielt (38). Das plazentare RAS ist von Beginn der Plazentation an aktiv. Mit der Plazenta ist es
Bestandteil des fetalen Teils des fetoplazentaren Uberganges dessen maternaler Anteil von Dezidua
und dem dezidualen RAS gebildet wird. Faktoren wie Ostrogen und Progesteron, welche z.B. die
Dezidualisation stimulieren, {iben einen regulierenden Einfluss auf das lokale RAS der Plazenta aus
(54). Auch im maternalen Serum konnte ein Zusammenhang zwischen der Ostradiol-, der Ostrogen-
und der Reninkonzentration widhrend der Schwangerschaft nachgewiesen werden (55). Die
Beteiligung von ANGII an der Regulation von synzytialen Transportvorgdngen sowie dem
Eindringen des Trophoblasten in das Uterusepithel (50) deutet auf weitere prénatal bedeutende

Funktionen des RAS hin.

Weitere extrarenale RASs, zu denen z.B. die der Ovarien und des Uterus zéhlen, spielen eine wichtige
Rolle bei der Ovulation, der Implantation, der Plazentation sowie der Entwicklung des
uteroplazentaren und umbilicoplazentaren Kreislaufs. Dariiber hinaus beeinflussen sie die Aktivitat

des maternalen RAS und somit die maternale kardiovaskuldre und renale Funktion (38).
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1.2.1 Angiotensin-I1I-Rezeptoren

Insbesondere Untersuchungen des Vorkommens und der Verteilung seiner Rezeptoren lieferten einen
bedeutenden Beitrag zum besseren Verstdndnis des RAS. Die Identifizierung und Lokalisierung eines
ANGII-Rezeptors gelang erstmals zu Ende der 1960er Jahre mittels des Nachweises der Bindung von
radioaktiv markierten Antikorpern im Radioimmunoassay (56,57). In den folgenden Jahren
beobachtete man einige Unterschiede in der Funktionsweise der ATR. Physiologische
Untersuchungen in den 1970er und 80er Jahren mit ANGII-Antagonisten, welche sich leicht in ihrer
Struktur unterschieden, legten die Existenz mehrerer ATR-Subtypen nahe (58-60). Der
AngiotensinlI-Typ1-Rezeptor (AT1R) ist der beim Erwachsenen am haufigsten anzutreffende ATR-
Typ. Es ist auch derjenige Rezeptortyp, der die wesentlichen beobachteten Wirkungen im adulten
Organismus vermittelt (61). Hierzu zéhlen die Steuerung des Gefdsstonus, Hormonsekretion,

Wachstum von Gewebe und die Regulierung von neuronaler Aktivitét (62,63).

1.2.2 Der Angiotensin-II-Typ2 Rezeptor

Der Angiotensinll-Typ2 Rezeptor (AT2R), welcher in frithen Versuchen durch sein
Bindungsverhalten nachgewiesen wurde, besitzt eine dhnliche Affinitét fiir ANGII, unterscheidet sich
jedoch strukturell und funktionell vom AT1R. Der humane AT2R ist in einem Gen im X-Chromosom
(Xq22-g2) kodiert und gleicht in seiner Gensequenz lediglich zu 34% dem AT1R (64). Wie der ATIR
gehort er zu einer 7-transmembranéren Rezeptorsuperfamilie. Sein Molekulargewicht betriagt 41 kDa
und er besteht aus 363 Aminoséuren (65). Der humane AT2R gleicht dem von Maus und Ratte zu 92%
(66).

Der AT2R wird in groBen Mengen in fetalem Gewebe exprimiert. Postnatal sinkt seine
Expressionsrate in den meisten Geweben sehr schnell bis an die Bestimmbarkeitsgrenze ab. In der
Haut z.B. ist seine Expression nach kurzer Zeit nicht mehr belegbar. Im Gegensatz dazu ldsst er sich
in einigen anderen Gewebearten ein Leben lang nachweisen, wenn auch in geringerem Maf3e. Hierzu
zdhlen das Nebennierenmark, die Herzmuskulatur, die Ovarien sowie einige Regionen des Gehirns.
Auch im adulten humanen Uterus wird er weiter exprimiert. Wihrend der Graviditdt wurde dartiber
hinaus ein voriibergehendes Abfallen der Expression im Uterus beobachtet. Die gesunkene
Expressionsrate steigt postpartal wieder auf priakonzeptionelle Werte an. Dieses Verhalten liefert

Hinweise auf eine Steuerung der Expression (62).

Die Funktionen, die der AT2R ausiibt sind in vielen beobachteten Féllen zu denen des ATIR

gegensitzlich. Die Effekte, die durch ihn vermittelt werden, unterstiitzen iiberwiegend
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gewebeprotektive ~ Mechanismen.  Hierzu  zdhlen  antiinflammatorische, antifibrotische,
antihypertrophe und neuroprotektive Effekte (67,68). Er ist in Entwicklungsprozesse involviert und
wirkt hierbei in erster Linie inhibitorisch auf das Zellwachstum und fordert die Apoptose. Durch
vasodilatative Effekte spielt der AT2R eine Rolle bei der Blutdruckregulation. Er fordert die
Natriurese und beeinflusst neuronale Aktivititen. In adultem Gewebe wird im Rahmen von
pathologischen Verdnderungen bei denen ein Geweberemodeling stattfindet oder bei denen
inflammatorische Vorgédnge ablaufen eine verstirkte Expression beobachtet. Hierzu sind
Verdnderungen wie Hypertonus, Atherosklerose, Herzkrankheit, Myokardinfarkt, ischdmische
Ereignisse oder Diabetes mellitus zu zéhlen. Eine Verringerung der Expression des AT2R wurde bei

erhohter Aktivitdt von Glucocorticoiden, Wachstumstaktoren und des AT 1R beobachtet (69).

ATI1R AT2R
vasokonstriktorisch vasodilatatorisch
anti-natriuretisch natriuretisch
pro-inflammatorisch anti-inflammatorisch
pro-fibrotisch anti-fibrotisch
pro-hypertroph anti-hypertroph

pro-apoptotisch
pro profliferativ anti-proliferativ

neuroprotektorisch

Aldosteron, Vasopressin Sekretion NO-Produktion
Morepinephrin, Epinephrin Sekretion

Kollagen-Synthese

Tabelle 1: Vergleich der Eigenschaften von AT1R und AT2R
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Der AT2R ist einerseits in der Lage direkten Einfluss auf die Funktion verschiedener anderer
Membranproteine und Kanéle auszuiiben. Hierzu zéhlen z.B. Rezeptoren fiir Wachstumstaktoren
sowie Kalium- und Calciumkanéle (70). Er ist in der Lage mit dem AT1R in direkter Bindung ein

Heterodimer zu bilden und damit dessen Aktivierung zu inhibieren (71).

Dariiber hinaus gehort der AT2R, wie der AT1R zur Gruppe der G-Protein gekoppelten Rezeptoren.
Er aktiviert eine G-Protein gekoppelte Signalkaskade, durch die er seine Wirkung auf drei

verschiedenen Transduktionswegen vermitteln kann:

1. Aktivierung der Phospholipase A2,
2. Aktivierung der Serin/ Threonin Phosphatase und

3. Aktivierung des Bradykinin Rezeptors (69).

Die durch die Aktivierung der Phospholipase A2 ausgeldste Kaskade (1.) miindet iiber die Bildung
von Arachidonsédure, der Proteinphosphatase A2 und die Regulation von Kaliumkanilen in einer
Zellhyperpolarisation und einer verminderten Erregbarkeit der Zelle. Dies scheint ein wichtiger

Effekt hinsichtlich der Dampfung sympathischer Aktivitét zu sein (72).

Die Aktivierung der Serin/ Threonin Phosphatase (2.) steigert die Aktivitdt der extracellular-signal-
regulated Kinase. Diese wiederum reguliert zelluldre Prozesse, wie z. B. die Proliferation und die

Zelldifferenzierung. Hierliber beeinflusst der AT2R apoptotische und antiproliferative Vorgidnge (73).

Der AT2R ist in der Lage mit dem Bradykininrezeptor ein Heterodimer (3.) zu bilden, wodurch er
wiederum Einfluss auf die Aktivierung der endothelialen Stickstoffmonoxid-Synthetase (eNOS)

ausiliben und damit vasodilatative Einfliisse fordern kann (69).
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Abbildung 3: Ubersicht iiber die wichtigsten Transduktionswege des AT2R

eNOS Kkatalysiert die Bildung von Stickstoffmonoxid (NO) aus der Aminosdure L-Arginin. Es wird
in Endothelzellen von Blutgefdlen gebildet und stellt die dominierende Isoform der Stickstoff-
Synthetasen (NOS) dar. NO wiederum stimuliert die 16sliche Guanylylcyclase und erhoht dadurch
die Konzentration an cyclischem Guanosinmonophosphat (cGMP) in glatter Muskulatur, wie der
GefaBmuskulatur. Auf die glatte Muskulatur wirkt es relaxierend. Somit ist NO in der Lage, an allen
Blutgefdfen eine Vasodilatation herbeizufiihren (74). NO gilt allgemein als gefaB3schiitzender Faktor.
Es besitzt Eigenschaften, die der Entstehung von Atherosklerose entgegenwirken konnen. Hierzu
zdhlen die Reduktion der Adhisionsfahigkeit von Leukozyten an Gefdwéinde, Hemmung der
Oxidation von Low Density Lipoprotein, Unterdriickung der Teilungsfahigkeit glatter
GefaBmuskelzellen und der Hemmung der Thrombozytenaggregation (75).
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1221 Der Angiotensin-lI-Typ2 Rezeptor wédhrend der embryofetalen
Entwicklung

Uber die genaue Rolle des AT2R wiihrend der embryofetalen Phase ist noch recht wenig bekannt. Es
lieBen sich jedoch deutliche Hinweise finden, die nahelegen, dass der Rezeptor in
Entwicklungsprozesse involviert ist und bestimmte, fiir die prénatale Periode bedeutende Funktionen
ausilibt. Der AT2R wird bevorzugt in fetalem Gewebe exprimiert (76). Es konnte gezeigt werden,
dass die Expression des AT2R in der Fetalzeit die des AT1R um ein Vielfaches iibersteigt. In der
fetalen Niere z. B. wird der AT2R vor Allem in unreifen Glomeruli, kortikalen und medulldren Tubuli
und interstitiellen Zellen exprimiert. Innerhalb von nur wenigen Tagen postpartal sinkt hier die AT2R-
Expression rasch bis auf ein sehr niedriges Niveau ab. In vielen Geweben bleibt der AT2R allerdings
weiterhin nachweisbar, in den Nieren z. B. bevorzugt in glomeruldren Epithelzellen, kortikalen Tubuli
und interstitiellen Zellen (64,77). Im adulten Organismus lie} sich nachweisen, dass der AT2R
weiterhin bevorzugt in Gewebe mit stattfindender mesenchymaler Differenzierung exprimiert wird

(75,78).

Der AT2R scheint in sich differenzierendem Gewebe eine wichtige Funktion bei der Kontrolle von
Apoptosemechanismen auszuiiben. Dies deutet auf eine Rolle bei der Steuerung des
Gewebewachstums hin. Es konnte gezeigt werden, dass der AT2R vor allem der Lage ist, durch die
Unterdriickung der Aktivierung des Membranproteins BCL2 Apoptose in bestimmten Geweben zu
induzieren (79). Zusétzlich sah man in anderen Untersuchungen, dass der AT2R zum Teil auch

antiapoptotische und gewebeprotektive Funktionen vermitteln kann (80).

Da der AT2R auch in der humanen Plazenta gebildet wird liegt die Vermutung eines Einflusses des
AT2R auf die plazentare Funktion und das fetale Wachstum nahe. Untersuchungen zu seiner
Verteilung zeigten, dass sich die hochsten Expressionen von AT2R vorwiegend in den Zellen der
Chorionzotten und der Hofbauer-Zellen finden lassen (50). Williams et al. bestimmten die hochste
plazentare Expression an AT2R wihrend der frithen Graviditit. Durch seine Rolle bei der Regulation
von Apoptose, Zellproliferation und Angiogenese konnte er wihrend dieser Periode eine wichtige
Funktion bei der Plazentation spielen. Im weiteren Verlauf der Graviditdt nimmt die Expression des

Proteins immer weiter ab und erreicht ihre geringsten Werte spit préapartal (54).

Im Tiermodell fanden sich Hinweise darauf, dass der AT2R wihrend der Tragzeit eine Rolle bei der
Regulierung des uteroplazentaren Blutflusses spielt. Bis zur 20. humanen Gestationswoche wurde ein
durch Ostrogen gesteuerter Anstieg der Angiotensinogenproduktion beobachtet, welcher eine
Aktivierung von Renin und Angiotensinll und somit des gesamten RAS zur Folge hat. Burrell et al.

untersuchten die ATR-Expression in der Arteria uterina von trichtigen Schafen. Sie fanden hier im
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Vergleich zu nicht trichtigen Versuchstieren eine gesteigerte Expression von AT2R (81). Da AT2R
vasodilatatorische Wirkungen iiber Nitrooxid und Bradykinin vermitteln kann wurde vermutet, dass
die gesteigerte Expression von AT2R in der Arteria uterina der gesteigerten systemischen RAS-
Aktivitdt entgegenwirkt, indem sie hier eine Verminderung der Vasokonstriktionsbereitschaft bei
einer erhohten ANGII Konzentration begiinstigt, um damit einen hohen uteroplazentaren Blutfluss zu
gewiahrleisten (38). Nach Lumbers et al. wird diese Vermutung durch mehrere Beobachtungen
gestiitzt: durch eine kurzfristige ANGII-Infusion wurde der uteroplazentare Blutfluss bei trachtigen
Schafen nicht im Sinne einer Vasokonstriktion beeinflusst. Erst langer andauernde ANGII Infusionen
(16-20h) fiihrten zu einer Verminderung des Blutflusses mit der Folge einer fetalen Hypoxie (82).
Des Weiteren beobachtete man bei genetisch verdnderten AT2R-defizienten Méusen einen erhdhten
Blutdruck im dritten Trimester der Tragzeit. Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass die Gabe
eines AT2R Antagonisten den Blutdruckabfall in der Mitte der Tragzeit von trachtigen AT1aR -/-
Maiusen vermindert (38). Lumbers et al. werteten diese Befunde als Hinweis auf eine Rolle des AT2R
bei der Regulation von maternalem Blutdruck und uteroplazentarem Blutfluss im Tiermodell. Die
Autoren sind der Meinung, dass es wahrscheinlich sei, dass sowohl die systemische als auch die
Expression des AT2R im uteroplazentaren GefaBsystem wéhrend der humanen Graviditét ebenfalls

erhoht ist (38).

Im Zusammenhang mit fetaler Programmierung sind Einfliisse der maternalen Nutrition auf das
prianatale RAS von besonderem Interesse. Verschiedene Studien untersuchten Zusammenhinge
zwischen maternaler Erndhrung und der Expression von AT2R im Nierengewebe. Mehrere Autoren
beschrieben eine Verminderung der AT2R-Expression in der Nierenrinde von Tieren, deren
Muttertiere wiahrend der Tragzeit proteinrestriktiv erndhrt wurden (83—86). Gilbert et al. fanden eine
gesteigerte AT2R-Expression im Nierenmark der Nachkommen von Muttertieren, die wihrend der
Tragzeit einer Malnutrition ausgesetzt wurden (87). Vehaskarai et al. fanden in einem dhnlichen
Versuch neben einer verringerten renalen AT2R-Expression bei den Nachkommen proteinrestriktiv
erndhrter Muttertiere eine gesteigerte Expression von AT2R-mRNA im Vergleich mit Kontrolltieren
(88). Diese Ergebnisse legen die Vermutung nahe, dass die Entwicklung des intrarenalen RAS
wihrend der perinatalen sowie wéhrend der frithen postpartalen Phase durch den Erndhrungsstatus

der Muttertiere beeinflusst wird (88).

Lamparter et al. untersuchten im Tierversuch den Einfluss der AT2R-Funktion auf das
Geburtsgewicht, indem sie trachtigen Muttertieren den AT2R-Antagonisten PD123319 verabreichten.
Das Geburtsgewicht der Nachkommen unterschied sich nicht signifikant von dem der Kontrolltiere

(89). Ein Einfluss des AT2R auf das Geburtsgewicht konnte hier nicht nachgewiesen werden.
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1.2.3 Prieklampsie

Da eine Beteiligung des RAS an den pathophysiologischen Ablidufen, welche zu einer Praeklampsie
fithren als sehr wahrscheinlich gilt und da einige Parameter untersucht wurden, welche in dem
Zusammenhang diagnostische und prognostische Relevanz besitzen, soll im Verlauf dieser Arbeit

ndher auf diese Erkrankung eingegangen werden.

Bei der Praeklampsie handelt es sich um eine Erkrankung, die wihrend der Schwangerschaft auftritt.
Sie manifestiert sich in der Regel ab der 20. Schwangerschaftswoche und es zeigen sich Symptome
wie Hypertonie, Erhohung der peripheren vaskuldren Widerstinde und Proteinurie. Schwere
Verlaufsformen sind bekannt, bei denen sich die Symptomatik bis hin zu pulmonalen Odemen, fetalen
Wachstumsstérungen, Thrombozytopenie und Leberfunktionsstérungen fiihren kann. Die Inzidenz
der Prieklampsie unter allen Schwangerschaften betrdgt 6-8%, bei Frithgeburten liegt sie bei 20%.
Sie wird héufiger bei primigravida als bei mehrgebédrenden Frauen sowie bei erhdhtem maternalem
Alter beobachtet, In 10-20% der Félle kommt es zu einer Leberbeteiligung mit
Transaminasenerhdhung. Bei 0,1-0,2% der Schwangerschaften treten Krampfanfille auf und man
spricht von einer Eklampsie. Die Mortalitét betrdgt 100.000 Frauen pro Jahr weltweit. Der Anteil an
der gesamten Miittersterblichkeit betrdgt 10-20% (90-92).

Der genaue Pathomechanismus der Prieklampsie ist unklar. Die Symptomatik ist regredient bei
Entfernung der Plazenta, d.h. im Regelfall postpartal. Bei embryonalen Fehlentwicklungen, wie z.B.
im Rahmen einer Blasenmole persistiert die Symptomatik, weshalb davon ausgegangenen wird, dass
nicht der Fetus, sondern die Plazenta, die als hormonbildendes Organ den Austausch von Stoffen
zwischen dem Fetus und der Mutter steuert eine ursdchliche Rolle bei der Entstehung der Erkrankung
spielt. Als Ausloser wird eine gestorte Plazentation angenommen. Bei der physiologischen
Plazentation kommt es zu einem Eindringen von extravilldsen Trophoblastzellen, die dem Fetus
entstammen, in die uterinen Spiralarterien der Dezidua und des Myometriums. Dies fiihrt zu einem
Remodeling der Spiralarterien mit dem Ersetzen des Gefdflendothels durch die Trophoblastzellen,
dem Verlust der Kontraktilitit und einer Vasodilatation mit dem Ziel einer adédquaten
Nahrstoffversorgung des Fetus. Bei der Priaeklampsie konnte eine verminderte Eindringtiefe der
Trophoblastzellen in das Myometrium beobachtet werden. Die darunter verminderte Weitstellung der
Spiralarterien miindet in einer plazentaren Minderperfusion. Zur Kompensation sezerniert die
hypoxische und dysfunktionale Plazenta vasoaktive Substanzen in das maternale Gefaf3system was
zu einer generalisierten endothelialen Dysfunktion und am Ende zur systemischen Manifestation

einer Praeklampsie beitrigt (93).

Es gibt inzwischen deutliche Hinweise auf eine Assoziation der Prieklampsie mit Komponenten des

18



RAS: Wihrend der physiologischen Graviditit lasst sich mit Ausnahme der ACE-Konzentration ein
Anstieg aller Komponenten des RAS in der maternalen Zirkulation beobachten (94). Merrill et al. (s
Irani paper) konnten in einer Studie zeigen, dass im Gegensatz dazu bei Vorliegen einer Praeklampsie
die Expression von Renin, Angiotensin I und Aldosteron im maternalen Kreislauf geringer ist als bei

Gesunden (95).

Wihrend bei gesunden Schwangeren die Sensitivitét fiir vasoaktive Substanzen des RAS abnimmt,
wurde bei Priaeklampsie eine Verstirkung der Sensitivitit fiir RAS-Substanzen im maternalen
GefaBsystem beobachtet. Als Ursache hierfiir wurden beobachtete Unterschiede in der molekularen
Struktur des ATIR wihrend der Praeklampsie beschrieben (94). Dariiber hinaus wurde eine
Interaktion der AT1R mit Autoantikdrpern beobachtet, welche eine gesteigerte Stimulation des AT1R
zur Folge haben (96).
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1.3 Fragestellung

Es ist bekannt, dass das plazentare RAS das intrauterine Milieu entscheidend mitbestimmt, weswegen
diesem Hormonsystem Bedeutung bei der fetalen Entwicklung zukommt (50). Der AT2R, eine der
Komponenten des RAS, besitzt Eigenschaften, welche mit der Steuerung von Gewebewachstum und
Zellproliferation in Zusammenhang stehen (79,80). Tierexperimentell erhobene Daten legen die
Vermutung nahe, dass der AT2R eine Rolle bei der Regulation von Blutdruck und uteroplazentarem

Blutfluss spielt (97).

In dieser Arbeit wurde die Rolle des plazentaren AT2R, in einer grofen (n = 281) Mutter-Kind-

Kohorte ndher charakterisiert.

In einem ersten Schritt wurde die relative Proteinkonzentration des AT2R mittels Westernblot in der
humanen Plazenta bestimmt. Um den Einfluss der plazentaren AT2R-Expression auf die fetale und
kindliche Entwicklung zu untersuchen, wurde anschlieBend nach Assoziationen zwischen den

plazentaren Expressionsdaten und Parametern der fetalen Programmierung gesucht.

Neben einem potentiellen Einfluss auf den Fotus sollten auch mdgliche Zusammenhénge zwischen
plazentarer AT2R-Expression und maternalem Outcome aufgedeckt werden. Der Fokus der zu
untersuchenden miitterlichen Parameter lag auf Blutdruck und Proteinurie. Diese Parameter geben
einerseits Auskunft iiber physiologische Vorginge wihrend der Schwangerschaft und sind
andererseits als Symptome einer moglichen Priaeklampsie aussagekriftig (91,92). Dies ist insofern
von Bedeutung, als von einer Beteiligung des RAS an dieser Erkrankung ausgegangen wird (91). Ein
Einfluss des AT2R auf den Gefdf3tonus und die Durchblutung im uteroplazentaren Gebiet gilt als sehr
wahrscheinlich (97), es ist jedoch nicht bekannt, welche Rolle der AT2R in der Pathogenese der
Priaeklampsie tatsdchlich spielt. Deshalb wurde im Rahmen dieser Arbeit nach einer Assoziation

zwischen der plazentaren AT2R Expression und den Symptomen einer Prieklampsie gesucht.

Fiir ein umfassenderes Verstiandnis der Rolle des AT2R im RAS der Plazenta wurde auflerdem der

Zusammenhang zwischen AT2R-Expression und der Expression von AT1R untersucht.
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Zusammengefasst wurde in dieser Arbeit auf die folgenden Fragestellungen eingegangen:

— Gibt es einen Zusammenhang zwischen der AT2R-Expression in der Plazenta und
verschiedenen, nach der Geburt erhobenen kindlichen Parametern, wie dem Geburtsgewicht

als Surrogatparameter der FP?

— Gibt es einen Zusammenhang zwischen der AT2R-Expression in der Plazenta und bestimmten

prapartalen Ereignissen, wie einer intrauterinen Hypoxie?

— Gibt es einen Zusammenhang zwischen der AT2R-Expression in der Plazenta und bestimmten
maternalen Parametern, wie z.B. dem Vorliegen einer Proteinurie, dem Blutdruck und dem

Vorliegen einer Praeklampsie?

— Gibt es einen Zusammenhang zwischen der AT2R-Expression in der Plazenta und der

Expression von AT1R als weiterer RAS-Komponente?
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2 Methoden

2.1 Kohortenbildung und Datenerfassung

Alle Frauen, welche im Zeitraum von Januar 2000 bis 2004 in der Klinik fiir Gynédkologie im Campus
Mitte der Charité, Universitatsklinikum Berlin, entbunden hatten, wurden im Anschluss an die
Entbindung um die Teilnahme einer retrospektiven Kohortenstudie angesucht. Diese Studie war
zuvor von der lokalen Ethikkommission bewilligt worden. Eine geringe Anzahl an Frauen (6,3%)

lehnte die Teilnahme an dieser Studie ab.

Fiir die hier vorliegende Untersuchung wurde eine Untergruppe von den Patientinnen gebildet,
welche zwischen November 2002 und Januar 2004 entbunden hatten. Zu Beginn wurde eine
Einwilligung der Miitter eingeholt und Blut- und Plazentaproben durch die Mitarbeiter des Kreil3saals
und der Wochnerinnenstation gewonnen und aufbewahrt. Die Proben wurden gekiihlt, transportiert
und fiir die weitere Verarbeitung pripariert bzw. sofort eingefroren. Mit den Miittern wurde ein
strukturiertes Interview durchgefiihrt, bei welchem folgende Daten erhoben wurden: Gewicht vor der
Schwangerschaft, GroBe, Nationalitidt, Nikotinkonsum vor und wihrend der Schwangerschaft,
Familienanamnese. Es wurde besonderes Augenmerk auf das Auftreten von Hypertonie und
metabolischen Erkrankungen gelegt und die Probanden wurden gefragt, ob bei vorherigen
Schwangerschaften ein Schwangerschaftshypertonus aufgetreten sei, ob eine hypertensive
Erkrankung vorldge und ob diese medikamentds behandelt wiirde. Ebenso wurde nach Vorliegen und
Therapie eines Diabetes und Fettstoffwechselstorungen gefragt. Zur genaueren Differenzierung
wurde nach préexistentem Diabetes und Gestationsdiabetes unterschieden. Ergédnzt wurde diese
Befragung durch Daten aus dem Mutterpass und der Krankenakte. Dies umfasste: Alter der Mutter,
GroBe, Gewicht wihrend der Schwangerschaft, Anzahl der Schwangerschaften und Geburten, der
Geburtstermin (errechnet und korrigiert), Vorliegen von Odemen und Blutdruckwerte bei den
Vorsorgeuntersuchungen, Schwangerschaftskomplikationen, Geburtsmodus und -lage und
Laborparameter. Die postpartal erhobenen Untersuchungsdaten der Neugeborenen wurden den
Krankenakten entnommen und in die Datenbank eingearbeitet. Hierzu gehorten u. a. Lénge,

Geburtsgewicht, Kopfumfang, Geschlecht, Gestationsalter und APGAR-Score.

Da der Body-Mass-Index (BMI) aufgrund der relativ groBeren Korperoberfliche bei Neugeborenen
und Kleinkindern hinsichtlich der Beurteilung der Masse nur ungenaue Aussagen liefert, wurde hier

der Ponderalindex (PDI) herangezogen (98). Zu seiner Berechnung wird, im Gegensatz zum BMI,
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die Korpermasse durch die dritte Potenz der KorpergroBe geteilt (g/cm?).

Als untergewichtig gelten Neugeborene mit einem Geburtsgewicht von unter 2500g.
Frithgeburtlichkeit lag vor, wenn die Geburt vor der vollendeten 37. Schwangerschaftswoche

stattfand.

Um den klinischen Zustand des Neugeborenen in die Analyse mit aufzunehmen wurde die Beziehung
des AT2R zum APGAR-Score untersucht. Der APGAR-Score ist ein schnell durchzufiithrender Test,
der Hinweise auf die Gesundheit sowie auf das Mortalitdtsrisiko des Neugeborenen liefert. Mit ihm
werden die Eigenschaften Hautfarbe, Herzfrequenz, die Reflexauslosbarkeit, der Muskeltonus sowie
die Effizienz der Atmung mit einer Skala von 0 bis 2 bewertet. Durch Addition der Punkte der
einzelnen Eigenschaften erhilt man einen Zahlenwert zwischen 0 und 10. Werte von 7 und dariiber
gelten als unauftillig, Werte von 4 bis 6 als leicht erniedrigt, Werte von 3 und darunter gelten als
kritisch erniedrigt und weisen auf die Notwendigkeit von unterstiitzenden Mallnahmen hin. Die
Durchfiihrung des Tests zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Geburt liefert Hinweise auf die

Schwere der Storung sowie auf die Dauer der Notwendigkeit unterstiitzender Ma3nahmen (99).

Fiir diese Arbeit wurden aus humanen Plazentaproben die AT2R-Expression von 284 Proben
bestimmt. 2 Proben wurden ausgeschlossen, da ihre Untersuchung trotz mehrmaliger Wiederholung
keine Resultate lieferte. Insgesamt verblieben 282 Proben, die in die folgende statistische Analyse

einbezogen wurden.
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2.2 Verwendete Chemikalien

Chemikalie

25x complete protease inhibitor

Ammoniumpersulfat
BSA bovine serum albumin

Dimethylsulfoxid

Essigsédure
Ethanol

Glycin
Isopropanol
Milchpulver

Methanol
NaCl (Natriumchlorid)

Natriumazid

p-Comarinsiure
PAA Polyacryl Séure

PageRulerTM Prestained Protein Ladder

Pierce BCA Protein Assy Kit
Ponceau-S
Rotiload 1

SDA (natriumacetat)
SDS (Natriumaurylsulfat)

TEMED (Tetramethylendiamin)
Tetramethylethylendiamin

TRIS (Tris(hydroxymethyl)-
aminomethan)

Triton X-100

Tween 20

Wasserstoffperoxid

Hersteller

Roche diagnostics GmbH, Mannheim,
Deutschland

Fluka, Hamburg, Deutschland

Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

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

Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland
Themo Scientific, Rockford, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA
Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Bio Rad, Miinchen, Deutschland

Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Tabelle 2: Ubersicht iiber die zur Proteinbestimmung verwendeten Chemikalien
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2.3 Verwendete Losungen

— Lysepuffer mit Proteinaseinhibitor (1M Tris, 1,5M NaCl, SDA, SDS 10% (w/v), Triton X-
100, 25x complete protease inhibitor, Natriumazid 0,3% (w/v), pH 8,5)

Sml enthalten: 0,25ml 1M Tris Puffer, ein pH von 8,5 wurde eingestellt, 0,5ml 1,5M NaCl, 0,025¢g
SDA, 0,05ml SDS 10% (w/v), 0,05ml Triton X-100, 0,2ml 25x complete protease inhibitor, 0,5ml
0,3% (w/v) Natriumazid, 3,45ml MQ-H2O (durch Milli-Q Purification System aufbereitetes Wasser)

— Trenngelpuffer (1,5M Tris, pH 8,8)

36,6g Tris in 200ml MQ-H>O gel6st, ein pH von 8,8 wurde eingestellt und im Anschluss autoklaviert;

eine gekiihlte Lagerung war erforderlich

— Sammelgelpuffer (1,0M Tris, pH 6,8)

12,12¢g Tris in 100ml MQ-H>O gelost, ein pH von 6,8 wurde eingestellt und im Anschluss autoklaviert,

eine gekiihlte Lagerung war erforderlich

— PAA Trenngel (PAA Polyacryl Séaure 30%, 1,5M Tris pH 8,8, SDS 10% (w/v),
Ammoniumpersulfat 10% (w/v), TEMED (Tetramethylethylendiamin))

25ml eines PAA Trenngels 10% (v/v) enthalten: 8,3ml PAA Polyacryl Sadure 30%, 6,3ml 1,5M Tris,
ein pH von 8,8 wurde eingestellt, 0,25ml SDS 10% (w/v), 0,25ml Ammoniumpersulfat 10% (w/v),
0,01ml TEMED, 9,9ml MQ-H>O

— PAA Sammelgel (PAA-Polyacrylsdure 30%, 1,0M Tris pH 6,8, SDS 10% (w/v),
Ammoniumpersulfat 10% (w/v), TEMED)

15ml eines PAA Sammelgels 5% (v/v) enthalten: 2,53ml PAA-Polyacrylsdure 30%, 1,88ml 1,0M Tris,
ein pH von 6,8 wurde eingestellt, 0,15ml SDS 10% (w/v), 0,15ml Ammoniumpersulfat 10% (w/v),
0,015ml TEMED, 10,2ml MQ-H>0O
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— Tris buffered Saline-Tween (20mM Tris, 140mM NacCl, 0,1% v/v Tween 20, pH 7,6)

1L 10fach TBS: 24,2g Tris, 80g NaCl, pH 7,6 eingestellt, auf 1 Liter aufgefiillt und gemischt; 10L
TBS-T: 1L 10fach TBS, 9L destilliertes Wasser, 10ml Tween 20

— Elektrophoresepuffer (25mM Tris, 250mM Glycin, 0,1% SDS)

1L 5fach Elektrophoresepuffer: 15,25mg Tris, 94g Glycin, 50ml SDS 10%, auf 1 Liter aufgefiillt

— Transferpuffer: (25mM Glycin, 24mM Tris, 20% v/v Methanol)

1L Sfach Transferpuffer: 69,2g Glycin, 14,5g Tris auf 1 Liter aufgefiillt, vor dem Transfer im
Verhiltnis 3:1:1 mit H2O und Methanol gemischt

— Strippingpuffer (25mM Glycin, 1% (w/v) SDS, pH 2)

0,5L Strippingpuffer: 0,935g Glycin, 50ml SDS 10% (w/v), pH 2 eingestellt und auf 0,5Liter
aufgefiillt

— Ponceau Losung (0,1% (w/v) Ponceau-S, 2ml 100% (v/v) Essigsédure)

40ml Ponceau Losung: 0,04g Ponceau-S, 2ml 100% (v/v) Essigsédure, 38ml H.O

— Enhanced Chemiluminescence (ECL) Solution 1

100ml ECL Solution 1: 1ml Luminol (0,8858g in 20ml Dimethylsulfoxid in 1ml Aliquots, bei -20°C
gelagert, vor Licht geschiitzt beim Auftauen und Weiterverarbeiten), 440ul p-Comarinsédure (0,2956g
in 20ml Dimethylsulfoxid, in 0,5ml Aliquots, bei -20°C gelagert), 88,5ml H>O, in einem

lichtundurchldssigen Gefdl3 aufbewahrt

— Enhanced Chemiluminescence (ECL) Solution 2

100ml ECL Solution 2: 64ul H>2O», 10ml 1M Tris pH 8,5 (Losung autoklavieren), 90ml H20, in einem
lichtundurchlédssigen Gefall aufbewahrt
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Die hier aufgefiihrten Losungen wurden selbst hergestellt.
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2.4 Verwendete Geriite

Gerit

Biometra standard power pack P25
Elektrophoresekammer TV200
Entwicklermaschine Curix 60
Feinwaage BL 1500S

Film Amersham Hyperfilm ECL

Inkubator Thermomix 5436
Milli Q Waseraufbereiter

Nitrozellulosemembran
PH-Meter WTW pHS537

Prazisionswaage Scaltec SBC22
Schiittler WT-17

Safelock-Tubes

Semidry Blotter
Spectrophotometer Du 530 UV/Vis
Ultraschallstab Sonoplus

Vortex Genie 2 Mixer

Whatman Filterpapier

Whatman Zellulosemembran

Tabelle 3: zur Proteinbestimung verwendete Geréte

Hersteller

Biometra, Géttingen, Deutschland
Biotop, Jahnsdorf, Deutschland
Agfa, Mortsel, Belgien
Sartorius, Géttingen, Deutschland

GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg,
Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Milli-Q Purification System, Billerica, MA,
USA

Whatman, Dassel, Deutschland
Wissenschaftlich-Technische Werkstétten
GmbH, Weilheim, Deutschland

Scaltec Instruments, Gottingen, Deutschland
Biometra, Gottingen, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

SD Transblot Biorad, Miinchen, Deutschland
Beckmann Coulter, Krefeld, Deutschland
Bandelin, Berlin, Deutschland

Bernder & Hobein AG, Ziirich, Schweiz
Whatman, Dassel, Deutschland

Whatman, Dassel, Deutschland
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2.5 Proteinextraktion

Von den tiefgefrorenen Plazenten wurden zunéchst mithilfe eines Skalpells in Form und Grofe
moglichst homogene Stiicke entnommen. Es wurde darauf geachtet, dass makroskopisch moglichst
gewebereiche und blutarme Stiicken gewonnen wurden. Diese wurden anschlieend in fliissigem
Stickstoft tiefgefroren und mit Hilfe eines Metallmorsers, welcher ebenfalls zuvor im Stickstoffbad
tiefgekiihlt wurde, und einem Hammer zu einem feinen Pulver verarbeitet. Fiir jede Probe wurde ein
1,5ml Safelock-Tube leer gewogen, mit dem erzeugten Pulver gefiillt und wiederholt gewogen, um
so das Gewicht der abgefiillten Probe zu ermitteln. Pro 100mg Probe wurde 1ml Lysepuffer mit
Proteinaseinhibitor hinzugefiigt. Dieser wurde erst kurz vor Zugabe angemischt. Nach
Durchmischung mittels Vortex wurden die Proben durch Ultraschallbehandlung in 5 Durchgéngen
fiir je 3 mal 10 Sekunden weiter zerkleinert. Nach 10-miniitiger Inkubation bei Raumtemperatur
folgte eine 12-miniitige Zentrifugation bei 12000upm. In dem hierbei entstandenen Uberstand wurde
mit BCA Assay photometrisch die Proteinkonzentration gemessen. Anhand dieser
Proteinkonzentrationen wurden Aliquots mit Spg/ml Protein hergestellt, welche anschlieBend bei -

20°C eingefroren wurden.

Als Standard sollte eine Mischung aller Proben dienen. Diese wurde ebenfalls auf Sug Protein pro ml

verdiinnt und bei -20°C eingefroren.
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2.6 Western Blot

2.6.1 Elektrophorese

Vor dem eigentlichen Blotten mussten die einzelnen Proteinfraktionen aufgetrennt werden. Hierzu
wurde eine Elektrophorese durchgefiihrt, bei der die Auftrennung nach den jeweiligen
Molekulargewichten geschieht. Vor jeder Verwendung der Elektrophoreseeinrichtung wurden die
Glasplatten, die Spacer, die Kimme und die GieBhalterung der Elektrophoresekammer mit Ethanol
gereinigt. 25ml des PAA Trenngels 10% (v/v) wurden angemischt und in die Elektrophoresekammer
eingefiillt. Damit sich eine glatte Gelkante bildet, wurde das Gel mit 0,5ml Isopropanol {iberschichtet
Es folgte eine einstlindige Polymerisation bei Raumtemperatur. Im Anschluss wurde das Isopropanol
abgegossen und die Kdmme eingesetzt. 15ml des PAA-Sammelgels 5% (v/v) wurden angemischt und
damit die Kammer aufgefiillt. Das Gel wurde anschlieend fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur zum

Auspolymerisieren stehengelassen.

In die Elektrophoresekammer wurde die Gelhalterung eingesetzt. AnschlieBend wurden 0,7 Liter des
Elektrophoresepuffers in den dufleren Behilter der Elektrophoresekammer eingefiillt. Es wurde
iiberpriift, ob sich an der unteren Gelkante Luftblasen angesammelt hatten, welche nun vorsichtig mit
einer Spritze und einer diinnen Kaniile entfernt werden mussten. Der iibrige Elektrophoresepuffer
wurde in die innere Kammer eingefiillt. Die Aliquots mit dem Sug/ml Proteinansatz wurden schonend
auf Eis aufgetaut. Von jeder der zu untersuchenden Proben wurden 15ul entnommen und mit 7,5ul
MQ-H>0 und 7,5ul reduziertem Ladepuffer (Rotiload 1) versetzt. Aus der Standardprobe wurde eine
Probenreihe mit ansteigender Proteinkonzentration (20, 25, 30, 35 und 40pg/ml) erstellt. Auch diese
Reihe wurde mit Ladepuffer versetzt. Die Proben selbst mussten nun fiir 5 Minuten bei 95°C

inkubieren. AnschlieBend wurden sie auf Eis gelegt und, nachdem sie abgekiihlt waren, kurz

zentrifugiert.
Geltasche Nummer |3 [4|5][6 |7 [|8]9[10[11]12] 13 [14]|15]16]17] .. 44
Standardgemisch fir Eichgerade  [Marker Proben Marker

Konzentration/

Probennummer 20 25 30 35 40 2686 | 2687 ...

Probe [ul] 20 25 30 35 40 15 15 15

H20 [ul] 25 20 15 10 5 7,5 7,5 7,5
Ladepuffer [ul] 15 15 15 15 15 7,5 7,5 7,5
Gesamtmenge [ul] 60 60 60 60 60 30 30 30

Abbildung 4: Schema der Beladung der Gele
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Die Geltaschen wurden durch einen Kamm mit 48 Zinken vorgeformt. Die so entstandenen 48
Taschen konnten eine Standardreihe und 15 Proben jeweils zur Doppelbestimmung aufnehmen. Ein
Molekulargewichtmarker (Fermentas, PageRuler Prestained Protein Ladder) am Anfang und Ende

der Probenreihe dienten in jedem Gel zur besseren Orientierung.

Die Elektrophorese lief in einer Kiithlkammer bei 4°C ab. Fiir die ersten 30 Minuten wurde eine
Spannung von 80 Volt angelegt, fiir weitere 2 Stunden und 30 Minuten lag eine Spannung von 110

Volt an.

2.6.2 Blotten

Die getrennten Proteinfraktionen der Probenlosungen wurden auf eine Trigermembran {ibertragen.
Hierzu standen fiir jedes Gel vier Lagen zurechtgeschnittenes Whatman-Filterpapier in den Maflen
55 x 18cm wund eine Nitrozellulosemembran bereit. Vor Gebrauch mussten die
Nitrozellulosemembranen fiir zwei Minuten in destilliertem H>O aktiviert werden. Nach der
Elektrophorese wurden die Gele aus der Elektrophoresekammer genommen und zusammen mit dem
Whatman Papier und der Nitrozellulosemembran fiir zehn Minuten in den Transferpuffer gelegt.
AnschlieBend wurden die Gele mit dem Whatman Papier und der Nitrozellulosemembran nach Art
eines ,,Sandwich* iibereinandergestapelt in den Semidry Blotter gelegt. Hierzu wurden zwei Lagen
Whatman-Papier, die Nitrozellulosemembran, das Gel und zwei weitere Lagen Whatman Papier
iibereinandergelegt. Das Auflegen des Gels auf die Nitrozellulosemembran musste hierbei moglichst
ziligig erfolgen, um den Einschluss von Luftblasen zu verhindern. Dadurch wurde eine ungestorte
Ubertragung der Proteinfraktionen auf die Nitrozellulosemembran erméglicht. Zum Blotten selbst
wurde fiir eine Stunde eine Spannung von 25 Volt angelegt. Die Anode lag hierbei in Richtung der

Nitrozellulosemembran, so dass die Proteine hier einwandern konnten.
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2.6.3 Nachweis der Proteine

AnschlieBend wurde Ttberpriift, ob der Blottvorgang erfolgreich war. Hierzu wurde die
Nitrozellulosemembran fiir drei Minuten in 20ml Ponceau-S geschwenkt und anschlieBend dreimal
mit destilliertem H20 gewaschen. Hierdurch wurden Banden sichtbar, welche den einzelnen, nach
Molekulargewicht aufgetrennten, Proteinen entsprachen. Der Nitrozellulosestreifen enthielt die

Banden fiir den AT2R bei 50kDa und Banden fiir Aktin bei einem Molekulargewicht von 40kDa.

Im nédchsten Schritt wurden die Farbmarkierungen abgewaschen. Hierzu wurden die Membranen
dreimal fiir 5 Minuten in TBS-T geschwenkt. Um ein Binden der Antikorper zu verhindern, erfolgte
als néchstes ein Blocken der unspezifischen Proteinbindungsstellen. Hierzu wurden die Streifen fiir

1 Stunde in TBS-T-Milch 5% (w/v) gelegt.

Nun wurde die AT2R-Expression bestimmt. Uber Nacht erfolgte die Inkubation mit dem priméren
Antikorper fiir AT2R (Santa Cruz Biotech, Santa Cruz, Kalifornien, USA, rabbit 1:5000) 1:10.000 in
TBS-T-Milch 5% (w/v), bei einer Temperatur von 4°C. Die Antikdrperlosung enthielt Natriumazid,

damit sie mehrfach verwendet werden konnte.

Am folgenden Tag wurden die Nitrozellulosemembranen in TBS-T gewaschen. Um die TBS-T-Milch
mit dem primédren Antikorper moglichst griindlich zu entfernen, wurde in mehreren Schritten
gewaschen. Zuerst zweimal kurz und anschlieBend dreimal fiir zehn Minuten. In einem weiteren
Schritt wurden die Streifen nun im sekundiren Antikérper (Santa Cruz Biotech, Santa Cruz,
Kalifornien, USA, goat anti rabbit 1:10000) in TBS-T-BSA (bovine serum albumin) 4% (w/v) fiir
eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Danach kam ein weiterer Waschgang in TBS-T. Auch hier

wurde nach obigem Schema zweimal kurz und dreimal fiir zehn Minuten gewaschen.

Im néchsten Schritt wurden die gebundenen Antikérper durch die ECL-Solution sichtbar gemacht
und auf Fotopapier festgehalten. Dazu mussten die vorbereiteten Losungen ECL Solution 1 und ECL-
Solution 2 im Verhéltnis 1:1 gemischt werden. In dieser Mischung fand eine 3-miniitige Inkubation
der Membranen statt. AnschlieBend wurden sie auf einen Film in eine Kodak(R) Filmkassette
eingelegt und jeweils fiir 30 Sekunden, 2 Minuten und 5 Minuten belichtet. Somit standen zur
spéteren Analyse mehrere Belichtungen zur Verfiigung, aus denen die optimale ausgewidhlt werden
konnte. Zur Entwicklung der Filme stand eine vollautomatische Entwicklungsmaschine bereit. Nach
der Entwicklung wurden die Membranen zweimal kurz und dreimal zehn Minuten in TBS-T

gewaschen.

Der nédchste Schritt bestand darin, die Banden der Aktinkonzentrationen darzustellen. Die

Membranen wurden erst fiir 30 Minuten in einem 50°C warmen, mit Stripping-Puffer versetzten,
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Wasserbad gewaschen. Dadurch wurden die bereits im vorherigen Schritt gebundenen Antikdrper
wieder entfernt. Es folgten zwei kurze und drei zehnminiitige Béder in TBS-T, das Blocken der
unspezifischen Proteinbindungsstellen in TBS-T-Milch 5% (w/v) fiir eine Stunde und ein weiterer
Waschgang mit drei fiinfminiitigen Béddern in TBS-T. Im Anschluss wurden die Membranen fiir eine
Stunde mit dem Primérantikérper fiir Aktin (Sigma, Miinschen, Deutschland, anti Aktin A5060
polyclonal anti rabbit, 1:100.000) in TBS-T-Milch 5% (w/v) inkubiert. Hierauf folgte ein Waschgang
bestehend aus zwei kurzen Spiilungen und drei zehnminiitigen Bédern in TBS-T und die Inkubation
mit dem sekundéren Antikorper (Santa Cruz Biotech, Santa Cruz, Kalifornien, USA, goat anti rabbit
1:10000 in TBS-T 4% (w/v) -BSA) fiir eine Stunde bei Raumtemperatur. Es schloss sich ein weiterer
Waschgang in TBS-T an. Wie oben beschrieben, wurden die Membranen wieder fiir drei Minuten in

ECL-Solution inkubiert, das Fotopapier belichtet und die Fotos entwickelt.

Abbildung 5: AT2R-Banden bei 50kDA

Abbildung 6: Aktin-Banden bei 40kDA
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2.6.4 Bestimmung der Proteinexpression

Die fertigen Fotos wurden gescannt und als Bilddatei auf einem PC abgespeichert. Es wurde ein
Canon (Tokyo, Japan) CanoScan 4400F Scanner bei einer Auflosung von 600 dpi genutzt. Aus den
Bildern konnte nun rechnergestiitzt zunéchst die Signalintensitét ermittelt werden. Hierzu wurde das
Programm AlphaEase™ in der Verson 3.2.1 genutzt. Um die Signalintensitit zu ermitteln, mussten
die einzelnen Banden genau mit dem Cursor umfahren und markiert werden. Da es sich bei den Fotos
um Negative handelte, bedeutete eine dunklere Farbung eine stirkere Signalintensitét. Die Stirke der
Féarbung (integrated density value = IDV), die Fldche der Umfahrung (Area) und ein Wert fiir die
Starke der Féarbung des Hintergrunds (Background) (fiir einen Bereich, den man vorher als

Hintergrund festgelegt hatte) wurden durch AlphaEase™ ausgegeben.

Die so ermittelten Werte wurden in mit Open Office™ erstellte Tabellen eingetragen. Von den
ermittelten IDV-Werten subtrahierten wir das Produkt von Fldche und dem Mittelwert von drei
Hintergrundintensitdtswerten. Diese Berechnung wurde fiir alle AT2R- und fiir die Aktinbanden

wiederholt.

Der ermittelte neue Intensitdtswert (INT) wurde in die Tabelle eingetragen. Auch fiir die Banden der
Standardreihe wurden INT-Werte errechnet Wie oben beschrieben bestand die Standardreihe aus
Proben mit steigender Proteinkonzentration (20, 25, 30, 35 und 40pug/ml). Aus diesen Werten lieB sich
eine Eichgerade erstellen, welche die steigende Intensitit der Banden bei steigender Konzentration
darstellte und sich in einer Formel nach dem Muster y = mx + n (m = Anstieg der Geradegleichung,
n = Schnittpunkt mit der y-Achse) ausdriicken lie8. Durch Umstellung der Gleichung nach ,.x* und
Eingabe des jeweiligen INT-Wertes als ,,y*, lie} sich fiir jeden ermittelten INT-Wert ein Wert fiir
Konzentration (KONZ) errechnen. Auf diese Weise konnte jeder absolute Wert einer Einzelprobe mit
der Standardreihe abgeglichen werden. Somit wurde es ermdglicht, unterschiedliche Bedingungen

des Verfahrens auszugleichen.

Diese Prozedur wurde fiir die Aktinbande wiederholt. Auch fiir INT-Werte des Aktins wurden
entsprechende KONZ-Werte errechnet. Der KONZ-Wert der AT2R-Bande wurde durch den KONZ-
Wert der Aktinbande dividiert, um eine zu Aktin relative AT2R-Konzentration zu ermitteln. Hierdurch
wurde eine zusétzliche Fehlerkorrektur der Gesamtmenge an Protein hinsichtlich einer inkompletten

Ubertragung der Banden wiihrend des Blottens erreicht.

Fir jede Probe wurden mindestens zwei, durchschnittlich drei Messungen durchgefiihrt. Der
erhaltene Wert stellte eine, zum Aktingehalt der Probe, relative Proteinkonzentration dar. Der
Mittelwert als Vielfaches der Aktinkonzentration der Probe betrug fiir den AT2R 1,25 = 0,53 (n =

282).
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2.7 Untersuchung weiterer Proteine

Aus dem gleichen Probensatz wurden durch andere Doktoranden die Expression weiterer Proteine
bestimmt. Hierzu wurden die gleichen Methoden benutzt, welche auch zur AT2R Bestimmung
angewandt wurden. Auch diese Proteinexpressionen wurden relativ zu der zuvor ermittelten
Aktinkonzentration  dargestellt, wodurch  eine  Vergleichbarkeit der  Verschiedenen
Proteinexpressionen gegeben war. Zu den Proteinen zdhlen der ATIR, welcher von Marcel
Schwietzer bestimmt wurde. Als Antikorper wurde Santa Cruz (Santa Cruz, Kalifornien, USA;) sc-
1173-G (N-10) goat benutzt. Die plazentare AT1R Expression wurde in die statistische Analyse mit
einbezogen. Da an dieser Studie eine groe Anzahl Doktoranden iiber mehrere Jahre hinweg
beschéftigt waren und auch einzelne Proben hinzugefiigt oder ausgeschlossen wurden, kam es zu

Schwankungen der Anzahl der untersuchten Proben.
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2.8 Statistische Analyse

Die statistische Analyse wurde mit dem Programm SPSS Statistics for Windows version 19.0

durchgefiihrt.

Eingangs wurden die statistischen Kennwerte der einzelnen metrischen Parameter bestimmt, um
einen besseren Uberblick iiber das Datenmaterial zu erlangen. Zu diesen Kennwerten zihlten
Mittelwert, Median, Standardabweichung (SD), Minimum, Maximum und die Fallzahl (n). Im
Ergebnisteil sind in den Tabellen der Mittelwert, die Standardabweichung und die Anzahl der Fille

angegeben.

Fiir die nominal- und ordinalskalierten Variablen wurde die absoluten und relativen Héufigkeiten
berechnet. Neben den Haufigkeiten, welche als Prozentzahl angegeben sind, wird die Anzahl der Félle

angegeben.

Zur grafischen Anschauung der Unterschiede zwischen Gruppen wurden Boxplot Diagramme oder

Balkendiagramme erstellt.

Die kontinuierlichen Variablen wurden auf Normalverteilung tiberpriift. Hierfiir wurde der Shapiro-

Wilk-Test angewandt.

Unterschiede in kontinuierlichen Variablen zwischen zwei Gruppen wurden mittels Student’s t-Test
getestet, sofern eine Normalverteilung vorlag. Lag keine Normalverteilung vor, wurde der Mann-
Whitney-U-Test benutzt. Wurden mehr als zwei Gruppen getestet wurde der Kruskal-Wallis-Test

angewandt.

Korrelationen zwischen der AT2R-Expression und anderen kontinuierlichen Variablen wurden mit
der Spearman-Korrelation getestet. Zur grafischen Anschauung der Korrelationen wurden

Streudiagramme erstellt.

Der Zusammenhang zwischen plazentarem AT2R und dem Geburtsgewicht wurde zusétzlich auf die

Schwangerschaftsdauer adjustiert. Hierfiir wurde lineare Regression angewandt.

Die Ratio von AT1R und AT2R Expression wurden fiir jede Probe berechnet und der Mittelwert
angegeben. Im Anschluss wurde die Ratio der AT1R und AT2R Werte fiir Probandinnen, bei denen
wihrend der Schwangerschaft ein Hypertonus aufgetreten war, unabhéngig, ob er vorbestehend war

und von denen ohne Hypertonus wihrend der Schwangerschaft berechnet und die Mittelwerte
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verglichen. Um einen Zusammenhang zu ermitteln wurde der Mann-Whitney-U-Test angewendet.

Ein p-Wert von kleiner als 0,05 wurde als signifikant gewertet.

Da nicht fiir multiples Testen adjustiert wurde, daher haben die Resultate nur explorativen Charakter.
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3 Ergebnisse

3.1 Ergebnisse der Messungen

3.1.1 AT2R Analyse

Die mittlere plazentare AT2R-Expression betrug 1,25 + 0,52 (n=282). Die Expression bezieht sich
auf den integrated density value und bezeichnet ein Vielfaches der plazentaren Aktinkonzentration.

Es zeigte sich keine Normalverteilung der Werte.
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Abbildung 7: Boxplot zu der plazentaren Expression des AT2R in der untersuchten Kohorte
angegeben relativ zur Aktinkonzentration
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Abbildung 8: Die Verteilung der Haufigkeiten der plazentaren AT2R-Expressionen in der
Kohorte relativ zur Aktinkonzentration

Im Vergleich mit dem AT1R zeigte sich eine etwas grofere Standardabweichung und ein
groBerer Variationskoeffizient. Auch die Werte des ATIR sind relativ zur plazentaren

Aktinkonzentration angegeben.

Parameter Wert [IDV]
AT2R 1,25+ 0,52 n=282
AT1R 1,03 +0,28 n =281

Tabelle 4: Vergleich von AT2R und AT1R
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3.1.2 Charakterisierung der Studienpopulation:

3.1.2.1 Kinder:

Die untersuchten kindlichen Parameter sind in Tabelle 5 dargestellt.

Parameter Werte des Kindes

Geburtsgewicht [g] 3402,1 + 635,7 n =281
erniedrigtes Geburtsgewicht [%] 8,9 n=281
Graviditatsdauer [Wochen] 38,6 £2,15 n =280
Frithgeburtlichkeit [%] 22,1 n =280
Plazentagewicht [g] 609,3 +161,7 n=250
Geburtsgrofie [cm] 509+29 n=281
Kopfumfang [cm] 348+1,8 n=274
Ponderalindex [g / cm?] 25,6 £2,8 n=281
pH im Blut der Nabelarterie [-] 7,30 £ 0,08 n =280
intrauterine Hypoxie [%] 4,96 n=121
APGAR Score 5min [-] 9,35+ 0,87 n=281
APGAR Score 10min [-] 9,69 £ 0,57 n =280
Quote Spontangeburten [%] 60,4 n=280

Tabelle 5: Eigenschaften der Neugeborenen
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3.1.2.2 Miitter

In der folgenden Tabelle sind die deskriptiven Merkmale der Miitter und des
Schwangerschaftsverlaufs dargestellt. Alle diese Werte wurden auf einen Zusammenhang mit dem
plazentaren AT2R untersucht. Das durchschnittliche Alter der Gebérenden betrug 31 Jahre. Der
durchschnittliche BMI betrug 23,6. In etwa 47% der Fille handelte es sich um eine Erstgraviditit.

Parameter Werte der Miitter

Alter [Jahre] 30,7+ 5,6 n=281
GroBe [em] 169 + 6,8 n =281
BMI am Beginn der Graviditit [kg / m?] 23,6 +4,4 n=276
Gewicht im dritten Trimenon [kg] 78,4+ 13,2 n=278
Anzahl der Geburten [n] 1,04+ 0,2 n=278
Anzahl der Gravida mit dieser [n] 1,93 +1,27 n=281
Plazentagewicht [g] 609,3 £ 161,7 n =250
Anzahl Partus mit diesem [n] 1,56 + 0,81 n=278
Erstgraviditét [%] 46,8 n=281
Graviditiatsdauer [Wochen] 38,6 £2,15 n =280
Rauchen vor / wahrend der Graviditét [%] 27 n=281
Rauchen wihrend der Graviditit [%] 9,9 n=281
Rauchen vor der Graviditit [py] 2,31 +5,52 n=279
Zigaretten wihrend der Graviditét [n] 0,6 £2,43 n=273
Hypertonus anamnestisch n =280
- nein [%] 88,6

- nur vor der Graviditét [%] 2,5

- nur wihrend der Graviditit [%] 3,2

- vor und wihrend der Graviditit [%] 5,7

Antihypertensive Therapie vor der Graviditt n =281
- keine [%] 97,5

- 1fache Therapie [%] 1,8

- 2fache Therapie [%] 0,4

Antihypertensive Therapie wihrend der Graviditét n =281
- keine [%] 98,2

- 1fache Therapie [%] 0,4

- 2fache Therapie [%] 0,4

- 3fache Therapie [%] 0,7

Proteinurie wihrend der Graviditat [%] 31,1 n =244
Hypertonus in der Familie [%] 38 n=279
Diabetes mellitus n =280
- vor der Graviditit [%] 0,7

- wahrend der Graviditét [%] 5,7

Tabelle 6: Eigenschaften der Miitter
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3.2 Assoziationen zwischen AT2R und Parametern der Studienpopulation

3.2.1 AT2R und Geburtsgewicht

In der gesamten Kohorte zeigte sich keine Korrelation zwischen dem plazentaren AT2R und dem

Geburtsgewicht des Kindes (p = 0,922).
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Abbildung 9: Zusammenhang zwischen plazentarem AT2R und dem Geburtsgewicht der
Kinder

Da das Geburtsgewicht durch die Lange der Schwangerschaft beeinflusst worden sein konnte, wurde
die Analyse auf die Schwangerschaftslange adjustiert. Auch hier fand sich kein signifikanter
Zusammenhang zwischen AT2R in der Plazenta und dem Geburtsgewicht (-0,058(Breite 95%
Konfidenzintervall < 0,1, p = 0,432)).
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Die Beriicksichtigung einer Untergewichtigkeit der Neugeborenen bei Geburt ergab keinen
signifikanten Zusammenhang zum plazentaren AT2R (p = 0,551). Der Grenzwert fiir das Vorliegen

eines Untergewichts betrug 2500g.

AT2RJAtin [IDV]
=

I I
< 2500g (n = 25) > 2500g (n = 256)
Geburtsgewicht Kind

Abbildung 10: Boxplot der plazentaren AT2R-Expression bei Neugeborenen mit
Untergewicht und mit Normalgewicht
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3.2.2 AT2R und der Zusammenhang zu weiteren kindlichen Parametern

Des Weiteren wurden die Zusammenhénge zwischen AT2R und der kindlichen Grofe, des kindlichen
Kopfumfangs, des Plazentagewichts, des Geschlechts und des Ponderalindex untersucht. Sofern es
sinnvoll erschien wurden die einzelnen Werte sowohl univariat als auch adjustiert auf die

Schwangerschaftsldnge berechnet Wie in der Tabelle 6 dargestellt, zeigten sich keine signifikanten

Zusammenhinge.

Parameter p (univariat) p (adjustiert auf
Gravidititsdauer)

Geburtsgrofie 0,99 0,56
Kopfumfang 0,62 0,78
Plazentagewicht 0,85 0,42
Ponderalindex 0,64 0,5
Geschlecht 0,18

Tabelle 7: Uberpriifung auf Zusammenhénge zwischen plazentarem AT2R und
erhobenen kindlichen Parametern mit Adjustierung auf die Graviditdtsdauer
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3.2.3 AT2R und Gestationsalter

Es fand sich kein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen dem Gestationsalter und dem

plazentaren AT2R (p =0,516).
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Abbildung 11: Zusammenhang zwischen Gestationsalter in Wochen und dem plazentaren
AT2R
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Des Weiteren wurden die Neugeborenen, je nachdem ob eine Friihgeburt vorlag in zwei Gruppen
eingeteilt. Als Frithgeburt galt eine Geburt vor der vollendeten 37. Schwangerschaftswoche.
Zwischen diesen Gruppen fand sich kein signifikanter Zusammenhang hinsichtlich des plazentaren

AT2R (p =0,185).
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Vorliegen einer Frilhgeburt

Abbildung 12: Boxplot zum Zusammengang zwischen dem plazentaren AT2R und
Frithgeburtlichkeit, rechts sind Falle dargestellt, bei denen eine Geburt vor der vollendeten
37. Schwangerschaftswoche vorlag, links die Fille mit Geburten ab der 38.
Schwangerschaftswoche
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3.2.4 AT2R und APGAR-Score

Um den klinischen Zustand des Neugeborenen in die Analyse mit aufzunehmen wurde die Beziehung
des AT2R zum APGAR-Score untersucht. Der APGAR Score umfasst die Beurteilung von
Herzfrequenz, Atemanstrengung, Reflexauslosbarkeit, Muskeltonus und Hautfarbe. Er wurde jeweils

fiinf und zehn Minuten postnatal erhoben.

In dieser Arbeit wurde untersucht, ob sich zwischen den APGAR-Werten, welche fiinf und zehn
Minuten nach der Geburt erhoben wurden und der Expression des plazentaren AT2R ein statistischer
Zusammenhang zeigt. Bei der Analyse der Ergebnisse liel sich mittels Kruskal-Wallis-Test kein

signifikanter Zusammenhang darstellen:

APGAR fiinf Minuten: 9,35 + 0,87, n =280, p = 0,837

APGAR zehn Minuten: 9,69 + 0,57, n =280, p = 0,533

Auch adjustiert auf die Schwangerschaftsldnge zeigte sich kein Zusammenhang zum plazentaren AT?2.

Der geringste APGAR fiinf Minuten Wert betrug 6. Im Bereich von 5 bis 7 Punkten wird von einer
geringen Anpassungsstorung ausgegangen. Hiervon waren 11 von 282 Neugeborenen betroffen. Es
wurde TUberpriift, ob zwischen dem plazentaren AT2R und dem Vorliegen einer geringen
Anpassungsstorung ein Zusammenhang besteht. Mittels Mann-Whitney-U-Test wurde kein

signifikanter Zusammenhang festgestellt (p = 0,282, n = 282).
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3.2.5 AT2R und Hypoxie / pH-Wert im Blut der Nabelarterie

Es wurde untersucht, ob sich bei Neugeborenen, welche im Verlauf der Geburt eine intrauterine
Hypoxie erlitten, eine Beziehung zu AT2R in der Plazenta darstellen ldsst. Mittels Mann-Whitney-U-
Test zeigte sich ein signifikanter Zusammenhang (ja = 5%, n = 120, p = 0,016). Die betroffenen

Neugeborenen wiesen eine signifikant hohere plazentare AT2R-Expression auf.

2,57 o]

AT2RIAKtin [IDV]

o]

MNein [nl= 114) Ja (n|= 3]
intrauterine fetale Hypoxie

Abbildung 13: Boxplot zum Zusammenhang zwischen postpartal, plazentarem AT2R und dem
Vorliegen einer intrauterinen Hypoxie, rechts sind die Fille dargestellt, bei denen eine
intrauterine Hypoxie beschrieben war, links die Falle ohne intrauterine Hypoxie

Ferner wurde untersucht, ob Zusammenhinge zwischen dem pH-Wert des Nabelschnurblutes (7,3 +
0,082, n = 280) und dem AT2R in der Plazenta bestehen. Es zeigte sich eine negative Beziehung
zwischen dem pH-Wert des Nabelschnurblutes und der plazentaren AT2R-Expression: (1> = 0,015, p
=0,039, n = 280).
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Zur besseren Darstellung wurde das Kollektiv nach Median des pH-Werts in zwei Gruppen geteilt
(pH > 7,3 und pH < 7,3). Hier wurde mittels Mann-Whitney-U-Test ebenfalls ein signifikanter
Zusammenhang gefunden (p = 0,009, n = 280):
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pH-Wert im umbilikalarteriellen Blut

Abbildung 14: Boxplot zum Zusammenhang zwischen der postpartalen, plazentaren AT2R-
Expression und dem pH-Wert im umbilicalarteriellen Blut, links bei einem pH < 7,3, rechts
bei einem pH von > 7,3
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3.2.6 Assoziation zu miitterlichen Parametern

Die miitterlichen Parameter, welche auf einen Zusammenhang mit dem plazentaren AT2R hin

untersucht wurden, sind in der folgenden Tabelle dargestellt.

Parameter p-Wert

Alter 0,7 n =281
Korpergrofle 0,46 n=281
BMI am Beginn der Graviditét 0,52 n=276
Gewicht im dritten Trimenon 0,9 n=278
Anzahl der Geburten 0,57 n=278
Anzahl der Gravida mit dieser 0,2 n=281
Erstgraviditét j/n 0,006 n =281
Rauchen wihrend der Graviditit j/n 0,45 n=281
Packyears vor der Graviditét 0,75 n=279
Zigaretten pro Tag wéhrend der Graviditét 0,36 n=273
Diabetes Mellitus wéihrend der Graviditét j/n 0,2 n =280

Tabelle 8: Ergebnisse der Untersuchung von plazentarem AT2R und den miitterlichen
Parametern
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Es fand sich ein Zusammenhang zwischen dem Vorliegen einer Erstgraviditdt und dem plazentaren
AT2R (p = 0,006, n = 282). Die Miitter, bei denen eine Erstgraviditit vorlag wiesen eine hohere
plazentare AT2R Expression auf.
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Abbildung 15: Boxplot zum Zusammenhang zwischen der plazentaren AT2R-Expression und
dem Vorliegen einer Erstgraviditat

Es wurde tiberpriift, ob sich ein Zusammenhang zwischen dem plazentaren AT2R und der Anzahl der

Schwangerschaften darstellen ldsst. Hier fand sich kein signifikanter Zusammenhang (p = 0,44, n =

281).
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Es wurde zusitzlich getestet, ob zwischen dem Vorliegen einer Erstgraviditdt und dem Alter ein
Zusammenhang besteht. Es fand ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Vorliegen einer
Erstgraviditit und dem Alter der Miitter (p < 0,001, n = 281). Die Miitter, bei denen eine Erstgravida
bestand waren signifikant jiinger als Miitter, welche zuvor bereits mindestens einmal schwanger

waren.
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Abbildung 16: Boxplot zum Zusammenhang zwischen dem Vorliegen einer Erstgraviditat und
dem Alter der Schwangeren
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3.2.7 Assoziation zu Symptomen in Zusammenhang mit Praeklampsie

3.2.7.1 Proteinurie

Es wurde nach einem Zusammenhang zwischen dem plazentaren AT2R und einer bestehenden
Proteinurie wéahrend der Graviditét als Zeichen einer vorliegenden Pracklampsie gesucht. Bei 76 von
244 Probanden wurde wihrend der Schwangerschaft in den Krankenunterlagen eine Proteinurie
dokumentiert. Als Proteinurie wird in der Regel das Auftreten einer Proteinmenge von mindestens
150mg im iiber 24 Stunden gesammelten Urin bezeichnet. Bei der statistischen Analyse von AT2R in

der Plazenta und dem Vorliegen einer Proteinurie wurde kein signifikanter Zusammenhang gefunden

(p=0,078 n = 244).

Bei der Betrachtung verschiedener Zeitpunkte der Graviditit zeigten sich signifikante

Zusammenhinge zwischen plazentarem AT2R und dem Vorliegen einer Proteinurie:

Es lieen sich mittels Mann-Whitney-U-Test entsprechende signifikante Zusammenhinge im ersten
Trimenon (p = 0,019 n = 231) sowie in der 21. bis 30. Schwangerschaftswoche (p = 0,017 n = 262)

darstellen.

Bei den Schwangeren, welche von einer Proteinurie betroffen waren, zeigte sich eine jeweils hohere

plazentare AT2R-Expression als bei denen ohne Proteinurie.

Zeitraum p-Wert Vorliegen einer
Proteinurie [%]

1. Trimenon 0,021 10 n=231
2. Trimenon 0,09 13 n=261
3. Trimenon 0,4 27,7 n=253
1. bis 10. Schwangerschaftswoche 0,1 7,8 n=167
11. bis 20. Schwangerschaftswoche 0,27 10,7 n=253
21. bis 30. Schwangerschaftswoche 0,003 15,3 n =262
31. bis 40. Schwangerschaftswoche 0,68 24,2 n =244

Tabelle 9: Zusammenhang zwischen dem Vorliegen einer Proteinurie und dem Zeitpunkt des
Auftretens
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3.2.7.2 Hypertonie

Bei 25 von 280 untersuchten Probandinnen wurde wihrend der Schwangerschaft eine arterielle
Hypertonie dokumentiert. Es wurde untersucht, ob zwischen dem plazentaren AT2R und dem
Bestehen einer arteriellen Hypertonie wihrend der Schwangerschaft ein Zusammenhang besteht.

Hierbei fand sich kein signifikanter Zusammenhang (p = 0,117, n = 280).
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Abbildung 17: Boxplot zum Zusammenhang zwischen dem Vorliegen eines arteriellen
Hypertonus und dem plazentaren AT2R

3.2.7.3 Odeme

Bei 120 von 276 untersuchten Probandinnen traten zu einem Zeitpunkt der Schwangerschaft
Unterschenkelodeme auf. Es wurde untersucht, ob zwischen dem Auftreten von Odemen wihrend
der Schwangerschaft und dem plazentaren AT2R ein Zusammenhang besteht. Es fand sich kein
signifikanter Zusammenhang (p = 0,23, n = 276). Auch bei der Untersuchung verschiedener
Abschnitte der Schwangerschaft zeigten sich keine signifikanten Zusammenhénge zwischen dem
plazentaren AT2R und dem Auftreten von Odemen. Hierzu wurde das Auftreten von Odemen pro

Trimenon, pro 10 Schwangerschaftswochen sowie pro Schwangerschaftshélften bertiicksichtigt.
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3.2.7.4 Praeklampsie

Bei 11 der 25 Probandinnen, bei denen wihrend der Schwangerschaft ein arterieller Hypertonus
dokumentiert wurde, wurde gleichzeitig eine Proteinurie festgestellt. Es wurde untersucht, ob
zwischen plazentarem AT2R und dem Vorliegen dieser beiden Symptome einer Prieklampsie ein

Zusammenhang besteht. Es stellte sich ein signifikanter Zusammenhang dar (p = 0,039, n = 243).
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Abbildung 18: Boxplot zum Zusammenhang zwischen plazentarem AT2R und dem Vorliegen
der Symptome einer Praeklampsie, links Félle ohne Symptome einer Praeklampsie, rechts
Falle mit Symptomen einer Praeklampsie

Bei Probandinnen, bei denen die zwei Symptome einer Prieklampsie, Proteinurie und arterieller
Hypertonus vorlagen zeigte sich eine hohere AT2R-Expression in der Plazenta. Unter Einbeziehung
des Auftretens von Unterschenkelodemen wihrend der Schwangerschaft liessen sich keine weiteren

Zusammenhinge darstellen.
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3.3 Assoziation mit dem AT1 Rezeptor

Es gibt Hinweise darauf, dass sich AT1 und AT2 Rezeptoren in ihrer Expression gegenseitig
beeinflussen. Der AT2R kann eine verminderte Expression von AT 1a vermitteln, wahrend bei AT1-

Blockade eine Steigerung der AT2-Expression beobachtet wurde (102,103).

Der Mittelwert fiir die zum Aktin relative AT1R-Konzentration betrug 1,03 £ 0,28 (n=281). Die
mittlere Ratio AT1R vs. AT2R betrug 0,92 in der gesamten Kohorte. Bei den Graviden, bei denen
wiéhrend der Schwangerschaft ein arterieller Hypertonus vorlag, betrug die Ratio 0,87 (n = 25) und
bei den gesunden 0,93 (n = 256). Der Unterschied der Ratios von Gebdrenden mit und denen ohne

arteriellen Hypertonus ist nicht signifikant (p = 0,279, n = 279).
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4 Diskussion

4.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

4.1.1 AT2R Expression in der Plazenta

Der AT2R konnte in der Plazenta mit einer mittleren Proteinkonzentration von 1,26 relativ zur
plazentaren Aktinkonzentration nachgewiesen werden. Es fand sich eine signifikant hohere

Expression des AT2R im Vergleich zum AT1R (1,25 + 0,52 vs. 1,03 = 0,28; p <0,001).

4.1.2 Plazentarer AT2R und Parameter der fetalen Programmierung

Es konnten keine statistisch signifikanten Korrelationen zwischen der AT2R-Expression in der
Plazenta und dem Geburtsgewicht festgestellt werden. Auch bei der Uberpriifung der Fille mit
Manifestation eines erniedrigten Geburtsgewichtes (< 2500g) konnten keine statistisch signifikanten
Zusammenhidnge dargestellt werden. Als weiterer fetaler Surrogatparameter wurde der pH-Wert im
Blut der Umbilicalarterie bestimmt. Hier liel sich ein negativer Zusammenhang darstellen. Auch
beim Vorliegen einer intrauterinen Hypoxie zeigte sich ein Zusammenhang zum plazentaren AT2R.
Bei der Analyse weiterer, in Zusammenhang mit fetaler Programmierung gebrauchlicher
Surrogatparameter ergaben sich keine Hinweise auf signifikante Zusammenhénge. Es wurden die
Parameter Dauer der Graviditdt, das Vorliegen einer Frithgeburt, APGAR-Score, GeburtsgrdB3e,

Kopfumfang, Plazentagewicht, Ponderalindex und Geschlecht in die Untersuchung mit einbezogen.

4.1.3 Plazentarer AT2R und maternale Parameter

Es fand sich ein signifikanter Zusammenhang zwischen der postpartalen, plazentaren AT2R-
Expression und dem Vorliegen einer Erstgraviditidt. Miitter, bei denen eine Erstgraviditit vorlag,
zeigten im Vergleich zu Miittern, bei denen zuvor bereits mindestens eine Graviditét bestand, zeigten
eine hohere plazentare AT2R-Expression. Es fanden sich keine signifikanten Zusammenhénge
zwischen plazentarem AT2R und weiteren maternalen Parametern, wie dem Alter, Gewicht im dritten

Trimenon, Korpergrof3e, BMI und dem Rauchverhalten.
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4.1.4 Plazentarer AT2R und Symptome in Zusammenhang mit Prieklampsie

Die AT2R-Expression in der Plazenta zeigte signifikante Zusammenhinge mit folgenden maternalen
Parametern: dem Vorliegen einer Proteinurie im ersten Trimenon sowie in der 21. bis 30.
Schwangerschaftswoche. Die Zusammenhédnge waren positiv: bei Vorliegen einer Proteinurie bzw.
bei hoheren Proteinkonzentrationen im Urin zeigten sich hohere Werte fiir die plazentare AT2R-

Expression.

Es konnte kein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen dem plazentaren AT2R und dem

Vorliegen eines arteriellen Hypertonus wihrend der Schwangerschaft nachgewiesen werden.

Bei gleichzeitigem Vorliegen einer Proteinurie und eines arteriellen Hypertonus, dem formalen
Vorliegen einer Praeklampsie zeigte sich ein statistisch signifikanter Zusammenhang zum plazentaren

AT2R. Bei den betroffenen Probandinnen fand sich eine hohere AT2R-Expression.
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4.2 AT2R in der Plazenta

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen eindeutig, dass der AT2R in der Plazenta exprimiert wird. Die
mittlere relative Proteinkonzentration in den hier untersuchten Plazenten betrug 1,26 relativ zur

Aktinkonzentration.

Es gilt als weitgehend akzeptiert, dass dem Verhéltnis zwischen AT1- und AT2- Rezeptoren eine
Bedeutung hinsichtlich der Wirkung, die ANGII iiber diese Rezeptoren am jeweiligen Wirkort
entfaltet, zukommt (54,62). In adultem Gewebe wird liberwiegend der AT1R exprimiert. Er reguliert
hier eine Vielzahl von Effekten, die durch ANGII iibermittelt werden. Die Expressionsrate von AT2R
in adultem Gewebe fillt im Gegensatz dazu wesentlich geringer aus. In fetalem und uteroplazentarem
Gewebe ist die AT2R-Expression im Gegensatz dazu wesentlich stirker ausgeprigt, was zu der
Annahme fiihrt, dass der AT2R eine wichtige Rolle in Zusammenhang mit Wachstum und
Entwicklung spielt (62).

Williams et al. untersuchten den zeitlichen Verlauf der plazentaren AT2R-Expression wihrend der
Graviditdt. Sie konnten zeigen, dass die AT2R-Expression in der Plazenta im Verlauf der Graviditat
abnimmt. Sie untersuchten Plazentaproben, die an verschiedenen Zeitpunkten der Schwangerschaft
gewonnen wurden: nach Abruptio zwischen der 8. und 10. SSW, zwischen der 12. und 14. SSW sowie
nach Geburten am Termin. Es fand sich ein signifikanter Abfall der plazentaren AT2R-Expression
sowohl zwischen 8. bis 10. SSW und Termingeburten sowie zwischen 12. bis 14. SSW und
Termingeburten (104).

Wihrend hier Anderungen der plazentaren AT2R-Expression im Verlauf der Schwangerschaft
nachgewiesen wurden, konnte demgegeniiber in anderen Studien gezeigt werden, dass die plazentare
AT1R-Expression liber die gesamte Dauer der Graviditdt relativ konstant bleibt (54). Unter der
Voraussetzung, dass das Verhéltnis zwischen AT1R und AT2R letztendlich fiir die Wirkung des AT1R
bedeutsam ist, diirfte eine alleinige Anderung der plazentaren AT2R-Expression einen bedeutenden

Einfluss auf die resultierende Wirkung der plazentaren ATR zur Folge haben.

Aufgrund dieser Erkenntnisse wurde auch in dieser Arbeit das Verhéltnis der Rezeptorsubtypen und

dessen Einfluss auf ihre Gesamtwirkung untersucht.

Es konnte gezeigt werden, dass die Expression des AT2R die des ATIR im gesamten Kollektiv
iibertraf (1,25 £ 0,52 vs. 1,03 £ 0,28, p<0,001). Das plazentare Verhiltnis zwischen AT2R : AT1R bei
gesunden Frauen betrug in unserem Versuch 1: 0,92, was im Einklang mit dem Ergebnis der Arbeit

von Judson et al. steht. In deren Arbeit zeigte sich ebenfalls ein Uberwiegen des AT2R in der Plazenta
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von gesunden Miittern. Das Verhéltnis von AT2R: AT 1R betrug bei Judson et al. 1 : 0,62 (91).

Des Weiteren finden sich Tierstudien, welche ebenfalls eine, im Vergleich zum AT1R, hohere AT2R-
Expressionen in der Plazenta von gesunden Versuchstieren nachweisen konnten. In den Plazenten von
Schweinen (52) und Kaninchen (105) wurden hohere AT2R-Expressionen im Vergleich zum ATIR
gemessen. Bei Schauser et al. z. B. fanden sich, verglichen mit dem AT1R, ebenfalls hohere AT2R-
Expressionen in der Plazenta von Rindern (106). Die genauere Untersuchung der Verteilung der
einzelnen Subtypen in der Plazenta, ergab bei Schauser et al, dass vergleichbar mit der humanen
Plazenta, der AT2R vor allem in den fetalen Anteilen vorkommt, wihrend in den maternalen Anteilen
vermehrt der AT1R zu finden ist. dass der AT1R vor allem im maternalen Anteil vorkommt, wurde

auch bereits in anderen Arbeiten bestitigt, wie z.B. in der von Li et al. (48).

4.2.1 Storungen der ATR-Balance

In dieser Arbeit wurde zwischen gesunden, graviden Frauen und jenen, bei denen wihrend der
Graviditdt eine arterielle Hypertonie bestand kein signifikanter Zusammenhang mit dem plazentaren
AT2R festgestellt. Es zeichnete sich lediglich eine Tendenz zu einer hoheren AT2R-Expression bei

den Probandinnen ab, bei denen sich eine Hypertonie manifestiert hatte.

Die Praeklampsie als eine Schwangerschaftserkrankung, welche mit Hypertonie einhergeht, wurde
bereits in der Einleitung beschrieben. In vorangegangenen Studien konnte gezeigt werden, dass das
RAS eine bedeutende Rolle bei der Entstehung dieser Erkrankung spielt (94). Wéhrend einer
physiologischen Graviditdt nimmt die Expression der einzelnen RAS-Komponenten im maternalen
Gefidlsystem zu, wihrend gleichzeitig die Sensitivitét fiir die vasopressorischen Effekte, welche
durch das RAS vermittelt werden, abnimmt. Durch die verringerte Sensitivitdt zeigt sich keine
signifikante Verdnderung des maternalen Blutdrucks im Schwangerschaftsverlauf bzw. es konnte in
Abhéngigkeit der Menge an zirkulierendem ANGII eher ein Abfall des Blutdrucks beobachtet werden
(107-109).

Da die vasokonstriktorischen Eigenschaften des RAS hauptsdchlich durch die speziellen ATR-
Rezeptoren vermittelt werden, ist es wahrscheinlich, dass auch die Expression der vaskuldren ATIR
und AT2R eine wichtige Rolle bei der Verminderung der kontraktilen Wirkung von ANGII wihrend

der Graviditit spielen und auch am Pathomechanismus der Praeklampsie beteiligt sind.

So konnten bei der Manifestation einer Prieklampsie im Gegensatz zur normalen Schwangerschaft
eine Steigerung der Reagibilitdt des AT1R gegeniiber von Komponenten des RAS beobachtet werden

(110,111). In diesem Zusammenhang konnten bereits Verdnderungen der molekularen Struktur des
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ATIR beim Vorliegen einer Praeklampsie beobachtet werden: in unauffélligen Schwangerschaften,
bei denen eine physiologisch verringerte Sensitivitit gegeniiber den verschiedenen RAS-
Komponenten vorliegt, liegt der AT1R in seiner monomeren Struktur vor. Eine Bindung von ROS ist
hier in der Lage den ATIR zu deaktivieren. Beim Patienten mit Préeklampsie findet sich
demgegeniiber hiufig die heterodimere Form im Verbund mit dem Bradykinin-Rezeptor, welche eine
Resistenz gegentiber der ROS-Inaktivierung aufweist und dadurch mit einer Hypersensitivitét auf die
Bindung von ANGII einhergeht (112). Des Weiteren wurde ein Zusammenhang zwischen dem
Vorliegen einer Praeklampsie und dem Auftreten von AT1R-Autoantikdrpern beobachtet, welche

durch ihre Bindung zu einer Stimulation des AT1R fiihren (94,96).

Zusammenhinge zwischen der Manifestation von Symptomen einer Prieklampsie und dem
plazentaren AT2R wurden bereits in anderen Studien untersucht: Judson et al. z. B. verglichen AT1R-
und AT2R-Expressionen in der Plazenta bei Probandinnen mit der Manifestation eines Hypertonus,
eines der Symptome einer Priaeklampsie mit der von Gesunden. Sie bestimmten in ihrer Arbeit den
Gehalt an AT1R und AT2R in 22 humanen Plazenten. 11 der untersuchten Plazenten stammten von
gesunden Patientinnen, die anderen 11 von Patientinnen, welche einen Schwangerschaftshypertonus
aufwiesen. Die Bestimmung erfolgte durch immunhistochemische Markierung von ATR und
anschlieBender Auszéhlung von Bereichen mit hohem ATR-Gehalt im histologischen Préparat. Nach

der Auszihlung verglichen sie den Gehalt von AT1R und AT2R.

Im Ergebnis iiberwog bei den gesunden Frauen die plazentare AT2R-Expression gegeniiber der des
ATIR im Verhiltnis 1 : 0,62. Auch das Ergebnis unserer Untersuchung zeigte ein Uberwiegen der
plazentaren AT2R-Expression gegeniiber der von ATIR (1 : 0,92). Bei Manifestation einer
gravidititsbedingten Hypertonie fand sich bei Judson et al. hingegen ein Uberwiegen des AT1R. Die
Autoren sprachen in ihrer Arbeit bereits von einer starken Evidenz, die darauf hindeutet, dass eine
bestimmte Balance zwischen den beiden Rezeptorsubtypen in den Plazenten gesunder Miitter
hinsichtlich der resultierenden Wirkung von ANGII von Bedeutung ist. Dass das Verhéltnis von AT2R
und AT 1R bedeutend ist, fiir den Nettoeffekt, den der jeweilige Rezeptorsubtyp im Zielgewebe ausiibt
wurde bereits von anderen Autoren angedeutet (72,113). Judson et al. beschrieben in Zusammenhang
mit thren Untersuchungsergebnissen eine gestorte Balance zwischen den Rezeptorsubtypen (91).
Diese Beobachtung zeigte sich in unserem Versuch nicht. Bei Frauen mit einem manifestem
arteriellem Hypertonus wihrend der Schwangerschaft betrug das Verhéltnis AT2R: AT1R in unserer
Untersuchung 1 : 0,87. Die Expression des AT2R {iberwog also auch in den Plazenten dieser
Schwangeren. Dieses Ergebnis wiirde somit dem von Judson et al. widersprechen. Aufgrund der
relativ geringen Fallzahl an Gebdrenden mit Hypertonus wihrend der Schwangerschaft in unserer

Studie (n = 25), sollte unser Ergebnis nur zuriickhaltend interpretiert werden. Des Weiteren ist die
61



Vergleichbarkeit mdglicherweise durch sich unterscheidende Quantifizierungsmethoden
eingeschriankt. Die quantitative Bestimmung durch Judson et al. erfolgte im mikroskopischen
Priparat. Es wurden Bereiche mit hohem ATR-Anteil ausgezéhlt, welche zuvor mit AT 1R- und AT2R-
Antikorpern dargestellt wurden. In unserer Untersuchung erfolgte die Bestimmung mittels
Gelelektrophorese und Westernblot, sowie anschlieBender Ubertragung auf Fotopapier und
densitrometrischer Expressionsbestimmung. Ein quantitativer Vergleich zwischen den AT2R-
Expressionen von gesunden Miittern und denen von Miittern mit arterieller Hypertonie wéhrend der
Graviditdt fand bei Judson et al. nicht statt. Unser Ergebnis steht offenbar im Widerspruch zu dem
von Judson et al., die eine Umkehr im Verhéltnis von AT1R und AT2R darstellen konnten, welche

sich in unserem Versuch nicht zeigte.

Eine Studie, welche im Tierversuch Hinweise fiir einen Einfluss des plazentaren AT2R auf die
plazentare Durchblutung und eine Bedeutung des Verhiltnisses zwischen ATIR und AT2R in
Zusammenhang mit der Ausbildung einer Pracklampsie zeigte, stammt von Matsurbata et al. (63). In
dieser Untersuchung wurde der Blutdruckverlauf wihrend der Triachtigkeit von AT1R null Miusen
einerseits und AT2R null Miusen andererseits bestimmt. Bei den AT1R null Méusen zeigte sich im
Vergleich mit Wildtypméusen ein Blutdruckabfall im zweiten Trimester der Tragzeit. Be1t AT2R null
Maiusen wurde ein Anstieg des Blutdrucks ab dem dritten Trimester gezeigt. Der AT2R konnte vor
allem in den Zellen glatter GefaBmuskulatur der Umbilikalgefa3e und denen der Plazenta dargestellt
werden, wihrend er im adulten Gefdfsystem nur in sehr geringer Konzentration nachzuweisen war.
Matsubara et al. bestimmten zuséitzlich die Expression von AT1R und AT2R in der maternalen Niere.
Hier lieBen sich wihrend der Tragzeit keine Verdnderungen der AT2R-Expressionen feststellen. Die
Ergebnisse deuten somit auf einen Zusammenhang des maternalen Blutdrucks mit Verdnderungen der
ATR-Expression hin, deren Ursache auf einen relativ hoheren Anteil des AT2R allein in den
umbilikal- und plazentaren GefdBen zuriickzufiihren ist. Im Gegensatz dazu konnte in anderen
Versuchen an adulten, nichttrachtigen Tieren kein Zusammenhang zwischen dem AT2R und der
Manifestation eines arteriellen Hypertonus nachgewiesen werden. Brede et al. konnten im
Tierexperiment zeigen, dass sich bei AT2R-KO Mausen der durchschnittliche Blutdruck im Vergleich
zu Wildtyp Maiusen nicht verdnderte (114). Auch Barber et al. fanden in Versuchen mit arteriell
hypertensiven Ratten, denen sie den AT2R-Agonisten CGP42112 infundierten, keine signifikanten
Verdnderungen des Blutdrucks (115).

Die Unterschiede in den Ergebnissen der nichttrachtigen im Vergleich zu den Blutdruckverldufen an
trachtigen Versuchstieren konnten hier einen Hinweis auf Unterschiede in der Funktion und der
Bedeutung der AT2R, sowie der Bedeutung des plazentaren RAS hinsichtlich des

Blutdruckverhaltens liefern, der sich wihrend der Tragzeit manifestiert. Hier konnen die bereits
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beschriebenen Verdnderungen hinsichtlich des Blutdruckverlaufs und der mit der Tragzeit
assoziierten RAS-Aktivierung und der damit einhergehenden Bedeutung des AT2R am
Blutdruckverhalten im Rahmen der AT1R / AT2R Balance eine wichtige Rolle spielen.
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4.3 Kindliche Parameter, fetale Programmierung

4.3.1 Geburtsgewicht

Es konnte kein Zusammenhang zwischen dem AT2R in der Plazenta und dem Geburtsgewicht
festgestellt werden. Auch bei Beriicksichtigung, ob beim Neugeborenen ein Untergewicht vorlag
(Geburtsgewicht < 2500g) zeigte sich keine Korrelation. Weitere Analysen wurden mit anderen
vorliegenden kindlichen Parametern durchgefiihrt. Hierzu zahlten Geburtsgroe des Kindes und das
Plazentagewicht. Um den klinischen Zustand des Neugeborenen in die Analyse aufzunehmen, wurde
zusatzlich der APGAR-Score herangezogen. In allen Analysen zeigte sich unabhéngig von der Dauer
der Schwangerschaften kein Zusammenhang zwischen kindlichen Parametern zur AT2R-

Konzentation.

Dieses Ergebnis steht in Einklang mit Ergebnissen aus Versuchen am Tiermodell, wie dem von
Lamparter et al. (89). Bei Sherman et al. fand sich in diesem Zusammenhang eher ein
Zusammenhang mit dem AT1R. So fand sich bei Nachkommen von Muttertieren, welche wéhrend
der Tragzeit proteinarm erndhrt wurden ein verringertes Geburtsgewicht. Prédpartal fielen die
Muttertiere durch einen Blutdruckanstieg auf, welcher sich mit AT1R-Antagonisten behandeln lief3
(116). Hinweise auf eine im Vergleich zum AT1R geringere Bedeutung des AT2R in der Plazenta
hinsichtlich des Geburtsgewichtes lieferten Knock et al. ANGII iibte demnach in erster Linie iiber
seine Wirkung am ATIR einen Einfluss auf den fetoplazentaren Blutfluss und die plazentare

Perfusion aus und beeinflusse damit das Auftreten von Wachstumsstorungen und Priaeklampsie (117).

Ein Einfluss von AT2 auf plazentares Wachstum und die fetale Entwicklung ist durch Tier- und
Humanstudien belegt (94,117). Auch, der Einfluss von AT2 auf das intrauterine Wachstum konnte in
anderen Studien gezeigt werden (48,94). Das Verhdltnis zwischen dem vasokonstriktiv wirkenden
AT1R und dem eher vasodilatativ wirkenden AT2R zeigte sich in mehreren Studien fiir den Netto-
Effekt bedeutsam, welchen AT2 letztendlich im Zielgewebe ausiibt (72,113). Aufgrund dieser
Aussagen erscheint das von uns beobachtete Ergebnis widerspriichlich. Es deckt sich aber mit den
Ergebnissen anderer Untersuchungen: Li et al. z.B. fanden eine signifikant verminderte Expression
der plazentaren AT1R bei Kindern, bei denen es aufgrund einer fehlerhaften Plazentation zu einer
intrauterinen Wachstumsretardierung gekommen war. Die AT2R Expression zeigte keine
Verminderung (48). Als eine mogliche Ursache fiir die geringere AT1R-Expression wurde eine
chronische Aktivierung des plazentaren Renin-ANG-Systems genannt. Das Ergebnis ldsst darauf
schlieBen, dass diese Aktivierung des Renin-ANG-Systems auf die AT2R-Expression kaum einen

messbaren Effekt ausiibt. Der AT2R spielte damit auch bei dieser Form der Wachstumsminderung
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eine weniger bedeutsame Rolle. Das Ergebnis unserer Untersuchung steht im Einklang mit dieser

Aussage.

Andererseits lassen weitere Untersuchungen darauf schlieBen, dass der maternale Erndhrungsstatus
einen Einfluss auf die Expression des AT2R in verschiedenen anderen Gewebearten der Nachkommen
hat. In mehreren Studien konnte bereits ein Zusammenhang zwischen Proteinmangelerndhrung und
AT2R-Expression nachgewiesen werden. In tierexperimentellen Arbeiten mit Ratten, zeigte sich eine
signifikante Verringerung der renalen AT2R-Expression bei Jungtieren, deren Muttertiere wihrend
der Tragzeit eine proteinreduzierte Erndhrung erhalten hatten (84,118). Ein Einfluss von Malnutrition
auf die AT2R-Expression in renalem Gewebe der Nachkommen als auch auf das Geburtsgewicht der
Nachkommen ist also mehrfach belegt (84,116,118). In der vorliegenden Kohorte lieBen sich
Aussagen liber den Erndhrungszustand der Neugeborenen préipartal durch das Gewicht und den BMI
der Miitter sowie postpartal durch die Geburtsgewichte der Kinder erfassen. Eine unserer Fragen war,
ob sich auch in plazentarem Gewebe ein Zusammenhang von AT2R und Geburtsgewicht nachweisen

lasst. Dieser Zusammenhang zeigte sich nicht.

Der von anderen Autoren im Tierversuch beschriebene Zusammenhang zwischen Erndhrungsstatus
von Muttertieren und AT2R in den Nieren ihrer Nachkommen hat sich hier im Plazentagewebe beim
Menschen nicht gezeigt. In der Niere wird AT2R bevorzugt in der Nierenrinde gefunden. Dies lésst
einen Zusammenhang mit der ebenfalls beobachteten Verminderung der Nephronzahl und einer

verringerten AT2R-Expression in der Niere plausibel erscheinen (61).

4.3.2 Schwangerschaftsdauer

Es gilt als erwiesen, dass das RAS der Plazenta ab der friihen Schwangerschaft aktiv ist (97). In
fritheren Versuchen konnte gezeigt werden, dass die AT2R-Expression in der humanen Plazenta
Schwankungen unterliegt, die von der Dauer der Schwangerschaft abhidngig sind. In einer
Untersuchung von Williams et al. konnte festgestellt werden, dass die Expression von humanem
plazentarem AT2R bei Frauen, deren Schwangerschaft friih abgebrochen werden musste hoher war,
als bei denen, die regelrecht entbunden hatten. Hierzu wurde die plazentare AT2R Expression bei
Probandinnen verglichen, die je nach Dauer der Schwangerschaft in drei Gruppen eingeteilt wurden:
die erste Gruppe umfasste Plazenten frither Aborte zwischen der 8. und 10. Schwangerschaftswoche,
die zweite Gruppe mittelfriihe Aborte zwischen der 12. und 14. Woche und die dritte Gruppe mit
Plazenten nach termingerechten Geburten (54). Auch in dieser Studie wurde ein moglicher

Zusammenhang zwischen dem plazentaren AT2R und der Dauer der Graviditat untersucht. In dem
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Vergleich der plazentaren AT2R-Expression und dem Geburtstermin, welcher in
Schwangerschaftswochen dokumentiert war, zeigten sich keine signifikanten Zusammenhinge.
Zusitzlich wurden die Fille in zwei Gruppen eingeteilt, je nachdem ob eine Frithgeburt bis zur
vollendeten 37. SSW vorlag oder ob die Geburten zu einem spéteren Zeitpunkt stattfanden. 16 Félle
in der Kohorte waren von einer Frithgeburt betroffen. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied in
der plazentaren AT2R-Expression zwischen diesen beiden Gruppen. Zusammenfassend zeigte sich in
dieser Arbeit kein Zusammenhang zwischen dem plazentaren AT2R und der Dauer der Graviditit.
Ein Grund dafiir konnte in den im Vergleich zu Williams et al. geringeren Unterschieden der
Gravidititsdauer liegen. Wahrend die Arbeit von Williams et al. neben termingerechten Geburten
auch Schwangerschaftsabbriiche zu fritheren Zeitpunkten der Graviditit umfasste und den Verlauf
der plazentaren AT2R von fritheren Stadien der Schwangerschaft an darstellen konnte, umfasste diese
Arbeit ausschlieBlich Geburten im lebensfihigen Alter, die damit zeitlich relativ nahe am
physiologischen Geburtstermin lagen. Unsere Arbeit zeigte somit ausschlieBlich den statischen
Zustand der Plazenta, wie er zum Ende einer natiirlichen Geburt vorliegt. Dariiber hinaus lag in der
hier untersuchten Kohorte mit n = 16 eine zur Gesamtzahl relativ geringe Anzahl an Frithgeburten
vor, was die Vergleichbarkeit der Studien weiter einschrinkt. Des Weiteren konnen die
unterschiedlichen Methoden der Quantifizierung einen Einfluss auf die verschiedenen
Studienergebnisse gehabt haben: Williams et al. bestimmten die AT2R-Expression nach
Antikorpermarkierung, Anfiarbung und nachfolgender Auszéhlung am histologischen Préparat,
wiéhrend in unserer Arbeit die Bestimmung mittels Elektrophorese und Westernblot durchgefiihrt

wurde.

4.3.3 pH-Wert im Blut der Umbilicalarterie

Auf Zusammenhinge zwischen Hypoxie und der RAS-Aktivitdt in verschiedenen Zellverbinden
konnte bereits in anderen Arbeiten hingewiesen werden. Die Literatur bietet hierzu ein zum Teil
uneinheitliches Bild. Cervenka et al. fanden im Tiermodell mit transgenen, arteriell hypertensiven
Ratten, die einer chronischen Hypoxie ausgesetzt waren, eine Supprimierung des systemischen RAS
(119). Demgegeniiber konnten Sun et al. bei akuter Hypoxie in ménnlichen Personen eine
systemische RAS-Aktivierung darstellen. Die RAS-Aktivitit der Probanden wurde vor und nach
einem Aufstieg von Meeresspiegelhdhe auf 4500m bestimmt (120). Mao et al. verglichen im Versuch
an trachtigen Schafen die AT2R-Expression in Nieren von Feten, deren Muttertiere in Hohe des
Meeresspiegels lebten mit der von Feten, die 3800m hoher ausgetragen wurden und damit einer

chronischen Hypoxie ausgesetzt waren. Die chronische Hypoxie stand in Zusammenhang mit einer
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Verringerung der Expression von AT2R und AT2R mRNA in den Nieren der Feten (101). Kurlak et
al. bestimmten die Expression von AT2R in Plazentagewebe bei Frauen die in iiber 3000m Hohe
sowie bei Frauen, welche auf Meereshdhe entbunden hatten. Bei den Frauen, die in groer Hohe
entbanden und dabei einer Hypoxie ausgesetzt waren, fand sich im Plazentagewebe eine hohere
AT2R- Expression im Vergleich zu denen auf Meereshohe (121). Cuffe et al. untersuchten die AT2R
mRNA-Expression in den Plazenten von Mausen, die zum Ende der 18tdgigen Tragzeit einer 4tédgigen
Hypoxie ausgesetzt waren. Hier fanden sich im Vergleich zu Kontrolltieren unter normoxischen

Bedingungen eine tendenziell hohere AT2R-mRNA-Expression ohne statistische Signifikanz (122).

In unserer Arbeit zeigten sich in den Plazenten von Geburten, bei denen es laut Krankenakte einer
intrauterinen Hypoxie unter der Geburt kam, eine signifikant hohere AT2R-Expression (p = 0,036, n
= 120, Hypoxie bei 5% der Fille).

Unser Ergebnis deutet somit, wie auch die Ergebnisse der oben dargestellten Arbeiten, auf einen
Zusammenhang zwischen Hypoxie und RAS-Aktivitdt hin. Auch Verdnderungen in der AT2R-
Expression konnten sowohl in unserer als auch in der {iberwiegenden Zahl der oben dargestellten
Arbeiten gezeigt werden. In unserer Untersuchung fand sich eine Erhéhung der plazentaren AT2R-
Expression bei Vorliegen einer Hypoxie. Mao et al. beobachteten eine Verringerung der AT2R-
Expression in den fetalen Nieren von Schafen bei Hypoxie. Unser abweichendes Ergebnis muss in
diesem Zusammenhang keinen Widerspruch darstellen. Es kann vielmehr Hinweise auf Unterschiede
in den Adaptionsvorgéngen liefern welche spezies- oder gewebespezifisch sind. Wie bei Kurlak et al.
vorbeschrieben wurde auch hier im Zusammenhang mit Hypoxie eine erhohte AT2R-Expression in
der Plazenta beobachtet. Es lésst sich diskutieren, welchen Einfluss die Ursache der Hypoxie bei den
Verdnderungen des plazentaren RAS spielt: bei Kurlak et al. waren die Miitter von der Hypoxie
betroffen, in unserer Arbeit ausschlieBlich die Feten. Auch die Ursache der AT2R-Verdanderung ist
unklar. Moglicherweise besteht ein Zusammenhang mit den eher gefassprotektiven Eigenschaften des
AT2R und seiner Rolle bei der Reparatur und Regeneration von verletztem Gefassendothel (121).
Andererseits kann es sich bei den Verdnderungen der AT2R-Expression um kompensatorische
Verdnderungen handeln, die in Zusammenhang stehen mit Verdnderungen der plazentaren AT1R-
Expression (121). Hypoxie fiihrt dariiber hinaus zu einer Vasodilatation in den meisten Strombahnen
(123). Dem AT2R wurde die Beteiligung an eher vasodilatativen Vorgéngen nachgewiesen. Jedoch
erscheint aufgrund der Triigheit, mit welcher sich die Anderungen der AT2R-Expression vollziehen

ein Zusammenhang vor allem bei einer chronischen Hypoxie wahrscheinlich.

Zwischen pH-Wert des umbilicalarteriellen Blutes und Auftreten einer Hypoxie fand sich eine

deutliche Korrelation (1 = 0,146, p < 0,001, n = 120). Die Neugeborenen mit dokumentierter
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intrauteriner Hypoxie hatten signifikant niedrigere pH-Werte im Nabelschnurblut. Weiter wurde
untersucht, ob sich ein Zusammenhang zwischen dem pH-Wert der Nabelarterie und dem plazentaren
AT2R darstellen ldsst. Es ergab sich ebenfalls ein signifikanter Zusammenhang (r?=0,022, p=0,013,
n = 280). Bei Neugeborenen mit geringerem pH-Wert im Nabelschnurblut fand sich eine héhere

AT2R-Expression in der Plazenta.

Zum Zusammenhang zwischen dem pH-Wert im umbilicalarteriellen Blut und dem AT2R in der
Plazenta konnten in der Literatur keine weiteren Arbeiten gefunden werden. Eine unter der Geburt
bestehende Hypoxie fiihrt iiber eine anaerobe Glycolyse und die Anhdufung von Lactat im
Stoffwechsel zur Ubersiuerung des Organismus, was sich in einem erniedrigtem pH-Wert
nachweisen ldsst (124). Der Zusammenhang zwischen Hypoxie und einem erniedrigtem pH-Wert als

Ausdruck eine Lactatazidose erscheint hier also plausibel.

Das RAS ist in der Lage einen Einfluss auf den pH-Wert des Blutes auszuiiben. Dies geschieht
hauptsichlich iiber seine Komponente Aldosteron, welches in den Sammelrohren der Niere u.a. die
Ausscheidung von Protonen fordert. Eine metabolische Azidose fiihrt zu einer Steigerung der
Aktivitat des RAS (125). Angiotensin steigert die Ausschiittung von Aldosteron und fiihrt auf diesem
Weg zu einem Anstieg des pH-Wertes im Blut (125). Auch eine Beeinflussung der AT2R-Expression
durch eine metabolische Azidose wire somit wahrscheinlich. Die Beeinflussung des pH-Wertes im
Blut durch das RAS geschieht sehr trige, so dass eine Beeinflussung des pH-Wertes vorwiegend bei
chronischer Hypoxie eine Rolle spielen diirfte. Laut Sun ef al. spielt das RAS mdglicherweise eine

wichtige Rolle bei der Transformation von akuter in eine chronische Hypoxie.
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4.4 Miitterliche Parameter, Vorliegen einer Erstgraviditit

Es fand sich ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem postpartalen AT2R in der Plazenta und
dem Vorliegen einer Erstgraviditdt. Die Miitter, bei denen zuvor keine weitere Graviditdt bestand,
zeigten eine hohere plazentare AT2R-Expression im Vergleich zu Miittern, welche zuvor bereits eine
Graviditdt aufwiesen. Eine Interpretation dieses Ergebnisses ist schwierig, da sich in einer
Literaturrecherche hierzu keine weiteren Hinweise finden lieBen. Um einen Zusammenhang mit dem
Alter ausschlieBen zu kdnnen wurde iiberpriift, ob sich ein Zusammenhang zwischen dem Vorliegen
einer Erstgraviditit und dem Alter der Miitter nachweisen liess. Es zeigte sich ein signifikanter
Zusammenhang zwischen dem Vorliegen einer Erstgraviditit und dem Alter der Miitter. Die Miitter,
welche eine Erstgravididt aufwiesen, waren signifikant jiinger als Miitter, welche zuvor bereits
mindestens einmal schwanger waren. Auch wenn sich kein Zusammenhang zwischen dem
plazentaren AT2R und dem Alter feststellen lieB3, ist nicht auszuschlieBen, dass das Alter der
Schwangeren hier doch eine Rolle spielt. Andererseits kommen Adaptationsvorgénge wéhrend der
ersten Schwangerschaft in Frage, die sich auf die plazentare AT2R-Expression der folgenden
Schwangerschaften auswirken. Bemerkenswert ist, dass hierbei offenbar nur die erste
Schwangerschaft eine Rolle zu spielen scheint. Die Gesamtzahl der Schwangerschaften zeigte keinen
Zusammenhang mit dem AT2R in der Plazenta, was darauf schlieBen ldsst, dass wenn solche

Adaptationsvorginge ablaufen, sie wihrend der ersten Schwangerschaft stattfinden.
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4.5 Symptome einer Prieklampsie

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob sich ein Zusammenhang zwischen dem plazentaren
AT2R und der Manifestation einer maternalen Proteinurie darstellen ldsst. Proteinurie wéahrend der
Schwangerschaft kann physiologisch sein. Sie kann aber auch im Rahmen von Erkrankungen
auftreten und stellt ein Diagnosekriterium der Praeklampsie dar. Zu verschiedenen Zeitpunkten der
Graviditdt lie sich in dieser Untersuchung ein positiver Zusammenhang zwischen der AT2R-
Expression in der Plazenta und dem Vorliegen einer Proteinurie darstellen. Dariiber hinaus zeigte sich
in jedem Trimenon ein signifikanter Zusammenhang zwischen der plazentaren AT2R-Expression und
der maternalen Proteinkonzentration im Urin. Bei Schwangeren mit aufgetretener Proteinurie, bzw.
bei denen mit hoheren Proteinkonzentrationen im Urin fand sich eine jeweils hohere AT2R-
Expression in der Plazenta im Vergleich zu Schwangeren ohne bzw. geringeren
Proteinkonzentrationen im Urin. Im Verlauf der Graviditit zeigte sich zusitzlich insgesamt eine

Zunahme an Fillen mit Proteinurie in der Kohorte, was zu erwarten war.

Proteinurie ist neben Hypertonie und Odemen eines der klassischen Diagnosekriterien fiir das
Vorliegen einer Praeklampsie (126). Allerdings haben aktuelle klinische Studien gezeigt, dass Frauen
an Priaeklampsie und Eklampsie erkranken konnen, ohne dass eine Proteinurie festgestellt werden
konnte und dass die hierdurch verursachte Fehleinschétzung der Erkrankung den Krankheitsverlauf
negativ beeinflussen kann (127). Auch wenn inzwischen die massive Proteinurie nicht mehr als
Diagnosekriterium der Praeklampsie gilt (128), stellt die Proteinurie selbst dennoch einen wichtigen
Marker fiir die Schwere der Erkrankung dar (129). Mit der Proteinurie manifestieren sich bei der
Praeklampsie Verdnderungen an den Glomeruli der Niere. Der Zusammenhang zwischen
Verdanderungen am Glomerulum und der Proteinurie ist derzeit noch nicht vollstindig geklért. Das
Symptom Proteinurie tritt bei anderen Nierenerkrankungen in der Regel in Zusammenhang mit einer
Schidigung der Podozyten auf, die bei Proteinurie charakteristische Verdnderungen aufweisen. Als
Ursache dieser Veranderungen kommen entweder eine direkte Schadigung der Podozyten durch den
AT2R (130), eine Schiddigung des Endothels durch den AT2R (130-132), Schidigungen, die durch
den AT2R iiber Mediatoren, wie Nephrin (130,133,134) oder dem I6slichen Endoglin (131,135,136)
vermittelt werden bzw. durch eine Modifikation der ANGII Wirkung aufgrund einer Verdnderung der

intrarenalen AT1R/AT2R ratio (137).

Letztendlich gestaltet sich die Interpretation des in dieser Arbeit beobachteten Zusammenhanges
zwischen plazentarem AT2R und maternaler Proteinurie als schwierig, da zu diesem Thema keine
weiteren Arbeiten gefunden werden konnten und sich die oben aufgezédhlten Zusammenhénge

zwischen AT2R-Funktion und der zur Entstehung einer Proteinurie beitragenden Prozesse
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vorwiegend intrarenale AT2R-Funktionen betreffen. Im Speziellen lieBen sich zur Proteinurie
ausschlieBlich Studien recherchieren, welche sich entweder mit der systemischen AT2R- Expression

beschéftigten oder lokale AT2R-Expressionen in anderen Organen bei Proteinurie beschrieben.

So wurde z.B. bereits iiber eine Beziehung zwischen Proteinurie und lokaler AT2R-Expression in
Untersuchungen von Nierengewebe berichtet (138,139). Ein Beispiel liefert eine Arbeit von Tejera et
al. in der bei heminephrektomierten Tieren bei denen eine Proteinurie induziert wurde im Vergleich
zu Kontrolltieren eine signifikant héhere AT2R-Expression festgestellt werden konnte (139). Ahnlich
wie von Tejera et al. im Tiermodell in der Niere berichtet, wurde hier bei Miittern mit Proteinurie
eine hohere AT2R-Expression in der Plazenta gefunden. 7ejera et al. fiihrte die verdnderte AT2R-
Expression auf die Beteiligung an in Zusammenhang mit der Proteinurie vermehrt ablaufenden
Apoptosevorgingen in den Nieren der Versuchstiere zuriick. Die genaue Funktion des AT2R in der
Plazenta ist bisher nicht genau bekannt. Die renale AT2R-Expression wurden in unserer Studie nicht
ermittelt. Eine direkte gegenseitige Beeinflussung von renaler und plazentarer AT2R-Expression
wirkt weniger plausibel als die Annahme einer gemeinsamen systemischen Ursache. In der von uns
durchgefiihrten Studie zeigte sich ein Zusammenhang zwischen der Proteinkonzentration im
maternalen Urin und der AT2R-Expression in der Plazenta in allen Trimeni der Schwangerschatft.
Pathologisch erhohte Proteinkonzentrationen im maternalen Urin sind ein Diagnosekriterium der
Praeklampsie. Die dargestellten Zusammenhénge zeigten sich unabhéngig davon, ob eine manifeste

arterielle Hypertonie vorlag oder nicht.

Die arterielle Hypertonie stellt in weiteres Diagnosekriterium der Praeklampsie dar. Sie stellt die
hiufigste Komplikation wihrend der Graviditit dar. 5 — 10% der Schwangeren sind von einer
arteriellen Hypertonie betroffen. Eine vor der Schwangerschaft bestehende arterielle Hypertonie
pradisponiert zu der Entwicklung einer Praeklampsie (140—142). Anhand der vorliegenden Kohorte
wurde untersucht, ob ein Zusammenhang zwischen dem plazentaren AT2R und der Manifestation
einer arteriellen Hypertonie besteht. Zwischen den Patienten, bei denen wihrend der Schwangerschaft
eine arterielle Hypertonie beobachtet wurde und gesunden fand sich in der vorliegenden Arbeit
hinsichtlich des AT2R in der Plazenta kein signifikanter Zusammenhang. Dieses Ergebnis entspricht
dem der Arbeit von Adelle et al., welche im Tiermodell den Einfluss eines arteriellen Hypertonus auf
die plazentare AT2R-mRNA-Expression untersuchten. Hierzu erzeugten sie bei trdchtigen
Versuchstieren einen arteriellen Hypertonus, indem sie wahrend eines chirurgischen Eingriffs die
Nieren der Muttertiere mit Zellophan umwickelten und eine Page-Niere erzeugten. Nach 28 Tagen,
was einer normalen Tragzeit entspricht, wurde die plazentare AT2R-mRNA-Expression in den
Plazentas mittels reverse Transkriptase PCR bestimmt und mit den von Plazentas von Kontrolltieren

verglichen. In der plazentaren AT2R-mRNA-Expression zeigte sich kein signifikanter Unterschied
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zwischen Tieren mit arteriellem Hypertonus und den Kontrolltieren (140). Auch in unserer Arbeit
wurde kein signifikanter Zusammenhang zwischen dem plazentaren AT2R und dem Vorliegen einer

arteriellen Hypertonie wéhrend der Graviditéit beobachtet.

Des Weiteren wurde untersucht, ob sich ein Zusammenhang zwischen dem plazentaren AT2R und
dem Vorliegen beider Symptome einer Praeklampsie darstellen ldsst. Es wurde die plazentare AT2R-
Expression von Schwangeren, bei denen wihrend der Graviditit ein Hypertonus und eine Proteinurie
bestand mit der von Gesunden bzw. von Schwangeren verglichen, bei denen nur eines oder keines
der Symptome vorlag. Es zeigte sich hier ein signifikanter Zusammenhang: bei Schwangeren, bei
denen die Symptome arterielle Hypertonie und Proteinurie vorlagen zeigte sich eine signifikant
hohere plazentare AT2R-Expression als bei denen, die nur eins oder keines dieser Symptome

aufwiesen.

Ob sich ein Zusammenhang zwischen der Manifestation einer Praeklampsie und der plazentaren
AT2R-Expression beim Menschen darstellen ldsst wurde schon in anderen Arbeiten untersucht.
Sowohl bei Williams et al. als auch Mistry et al. liess sich kein Zusammenhang zwischen dem
plazentaren AT2R und dem Vorliegen einer Priaeklampsie nachweisen (53,143). Ausgehend der
Ergebnisse von Williams et al. und Mistry et al. erschien es plausibel, dass sich auch zwischen dem
plazentaren AT2R und dem Vorliegen von maternaler Proteinurie und arteriellen Hypertonus, also bei
Vorliegen von zwei Symptomen einer Prieklampsie kein signifikanter Zusammenhang nachweisen
lasst. In Anbetracht dessen wirkt der nun dennoch beobachtete Zusammenhang widerspriichlich und
sollte, auch aufgrund der relativ geringen Fallzahl an Schwangeren mit beiden Symptomen in dieser
Studie vorsichtig interpretiert werden. Fiir eine genauerer Beurteilung dieses Befundes konnen
weitere Studien indiziert sein, welche eine mdgliche Assoziation zwischen der plazentaren AT2R-

Expression und maternaler Proteinurie bei manifester Praeklampsie untersuchen.
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4.6 Schlussbetrachtungen

4.6.1 Limitationen

Das Ziel dieser Studie war die Bestimmung der humanen, plazentaren AT2R-Expression am Ende der
Graviditdt sowie die Suche nach mdglichen Zusammenhingen zu Funktionen der genetischen

Programmierung anhand verschiedener miitterlicher und kindlicher Parameter.

Das gewihlte Studiendesign entsprach dem einer Assoziationsstudie, wodurch sich bestimmte
Limitationen ergeben. So ist diese Studie zwar in der Lage bestimmte Zusammenhidnge zwischen
einer Vielzahl an verschiedenen Parametern darzustellen, Riickschliisse auf bestimmte

pathophysiologische Abldufe lassen sich daraus jedoch nicht ableiten.

Weiterhin ergeben sich Limitationen durch die Art der Datenerhebung. Mehrere der Parameter
wurden durch ein strukturiertes Interview der Miitter mit Hilfe eines standardisierten Fragebogens
erhoben. Die Qualitét der Antworten ist somit einerseits von der Erinnerungsfahigkeit der Befragten
abhéngig, andererseits von der schwer tliberpriitbaren Authentizitdt der Antworten. Einige der Miitter
konnten die Antworten auf eher unangenehme Fragen ,,geschont™ haben. Diese Nachteile des
standardisierten Fragebogens diirften jedoch teilweise durch die hierdurch mdgliche hohe Fallzahl

ausgeglichen worden ein.

Zur Gewinnung der Plazentaproben erfolgte durch das Kreisssaalpersonal. Aus diesen Proben wurden
vor der Analyse etwa lcm grofle Stiicke herausgebrochen. Die letztlich fiir die Analyse genutzten
Proben wurden lediglich makroskopisch hinsichtlich Blutbeimengung und Gewebegehalt beurteilt.
Eine Homogenitit der Proben auch angesichts deren Gehalt an Blutgefilen und bindegewebigen
Septen konnte daher nur begrenzt sichergestellt werden. Durch einen unterschiedlichen Gehalt an
AT2R in den verschiedenen Geweben erschien hierdurch eine Verzerrung der Ergebnisse moglich.

Das Ausmal dieser Verzerrung diirfte jedoch durch die hohe Fallzahl reduziert worden sein.
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4.6.2 Ausblick

Ziel dieser Arbeit war AT2R in der Plazenta nachzuweisen und auf Zusammenhinge mit
verschiedenen Parametern zu {iberpriifen, welche einen Zusammenhang mit der fetalen
Programmierung spielen. Es gelang AT2R in der menschlichen Plazenta nachzuweisen. Die
Hypothese, dass der AT2R in der Plazenta eine Rolle in Zusammenhang mit fetaler Programmierung

spielt, konnte nicht bestétigt werden.

Es wurden Hinweise auf einen schwachen Zusammenhang mit Parametern gefunden, welche eine
Rolle hinsichtlich des Vorliegens einer Priaeklampsie spielen. Dariiber hinaus wurden
Zusammenhinge mit weiteren Parametern gefunden, welche eine Rolle bei der Blutdruckkontrolle
spielen. Allerdings ist aufgrund der geringen Anzahl an Patientinnen mit bekanntem Hypertonus die

Aussagekraft dieser Daten recht eingeschréinkt.

Hinsichtlich der genauen Funktion des AT2R und seiner Rolle bei bestimmten Erkrankungen sind
nach vielen Jahren der Forschung und einer gro3en Anzahl an erschienen Publikationen immer noch
viele Fragen offen. Diese Arbeit kdnnte Ansdtze zu weiteren interessanten Untersuchungen bieten,
die Rolle des AT2R innerhalb des RAS besser zu verstehen. Dies erscheint auch unter der Betrachtung
der giinstigen, gewebeprotektiven Effekte sinnvoll sowie unter dem Aspekt, dass andererseits AT 1R-

Blocker heutzutage zu den meistverschriebenen Medikamenten gehoren.

Zur Klidrung der Frage, ob und wie der AT2R eine Rolle bei Erkrankungen, die wihrend der
Schwangerschaft auftreten, wie der Praeklampsie spielt sind ebenfalls weitere Untersuchungen notig,
die mit einer hoheren Anzahl an Patientinnen mit einer Hypertonie, unter Umstédnden auch anhand
eines Hypertoniemodells durchgefiihrt werden. Dies konnte moglicherweise Wege zu neuen

therapeutischen Moglichkeiten weisen.
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