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1. Einleitung
1.1. Definitionen der Praeklampsie und anderer hypertensiver Schwanger-

schaftserkrankungen

Die Praeklampsie (PE, Synonym: Gestose) ist eine Multisystemerkrankung in der
Schwangerschaft. Sie ist definiert als das Auftreten von Bluthochdruck (RR = 140/90
mmHg) und Proteinurie (= 300 mg/d) in der zweiten Schwangerschaftshalfte (= 20
Schwangerschaftswochen, SSW). '3

Hiervon abzugrenzen sind weitere hypertensive Schwangerschaftserkrankungen. Die
Gestationshypertonie (GH, Synonym: schwangerschaftsinduzierte Hypertonie, SIH)
ist definiert als das Neuauftreten von Bluthochdruck ohne Proteinurie. Von einer
praexistenten oder chronischen Hypertonie spricht man, wenn eine
Blutdruckerhéhung bereits vor der Schwangerschaft besteht oder diese sich in der
Frihschwangerschaft entwickelt. Wenn eine schwangerschaftsinduzierte Hypertonie
langer als zwolf Wochen nach der Entbindung bestehen bleibt, liegt ebenfalls eine
chronische Hypertonie vor. Schliel3lich wird noch die Pfropfgestose oder
Pfropfpraeklampsie definiert, wenn zu einer chronischen Hypertonie im Verlauf der
Schwangerschaft noch eine Proteinurie hinzukommt. 4 °

Der klinische Verlauf der Praeklampsie ist sehr variabel und oft gekennzeichnet
durch atypische Verldufe. ° Die Schwere einer PE und somit auch die Folgen fiir den
Fetus variieren sehr stark in Abhangigkeit vom Schwangerschaftsalter bei
Erstmanifestation der Erkrankung. Von einer frih einsetzenden PE (,early onset PE®)
spricht man, wenn die Erkrankung vor der abgeschlossenen 34. SSW (< 33+6 SSW)
beginnt. * Entsprechend ist eine spat einsetzende PE als das Auftreten der
Erkrankung nach 34+0 SSW definiert. Eine frlihe PE geht meist mit einem akuten
und rasch progredienten klinischen Verlauf einher. Der Fetus ist aufgrund von
Frahgeburtlichkeit und assoziierter perinataler Morbiditat gefahrdet. Weiterhin ist eine
frih einsetzende PE haufig mit intrauteriner Wachstumsretardierung (IJUGR, fetales
Wachstum unter dem 5. Perzentil sowie zusatzliches Vorliegen von Zeichen der
Plazentainsuffizienz wie Oligohydramnion oder pathologischer umbilikaler Doppler)
vergesellschaftet. ’

Eine schwere PE liegt definitionsgemals vor, wenn die Blutdruckerhéhung extrem
ausgepragt ist (= 170/110 mmHg), eine starke Proteinurie vorliegt (= 5g/d), eine
Nierenfunktionseinschrankung (Kreatinin = 0.9 g/l oder Oligurie < 500 ml/24 h)

gemessen wird, eine Leberbeteiligung (Anstieg der Transaminasen, schwere



Oberbauchschmerzen) hinzukommt, ein Lungenddem sowie hamatologische
(Thrombozytopenie, Hamolyse) oder neurologische Symptome (schwere
Kopfschmerzen, Sehstérungen) auftreten. 8

Tritt die Erkrankung nach 34+0 SSW oder in unmittelbarer Nahe des
Entbindungstermins auf, ist der Verlauf meist weniger akut und es kann
mdglicherweise ein Spontanpartus angestrebt werden, wahrend bei frithen und/oder
schweren Verlaufsformen meist eine Sectio caesarea durchgefiihrt werden muss. °
Oft sind spat einsetzende PEs nicht mit intrauteriner Wachstumsretardierung (IUGR)
vergesellschaftet. '°

Die Hauptkomplikation der PE ist das Fortschreiten zu einer Eklampsie, die als das
Auftreten von Krampfanfallen mit moglicherweise todlichem Ausgang fur Mutter und
Kind definiert ist. Bis zu einem Drittel der Krampfanfalle treten jedoch in den ersten
48 Stunden post partum auf. ® Eine weitere Komplikation der schweren PE ist das
HELLP-Syndrom, einer Symptomtrias aus (H) hemolysis = Hamolyse, (EL) elevated
liver enzymes = pathologisch erhdhte Leberenzyme und (LP)low platelets =
erniedrigte Thrombozytenzahl (< 100.000/ul). " Hirnblutungen, Leberruptur und
Multiorganversagen sind fur die Mutter vital bedrohliche Folgen dieser Erkrankung.
Durch Funktionseinschrankungen der Plazenta kann es beim Feten zu akuter
Asphyxie und mdglicherweise intrauterinem Fruchttod kommen. Nicht mehr
kontrollierbare RR-Erhdhungen oder die Progredienz der maternalen Erkrankung

zum HELLP-Syndrom oder Eklampsie sind absolute Entbindungsindikationen. "2

1.2. Epidemiologie und Risikofaktoren

In der Literatur wird die globale Inzidenz der Praeklampsie mit 2-8% angegeben. Flr
Westeuropa und die USA ermittelte man eine Inzidenz der PE von 2-5%."® Aktuelle
grolle Studien in den USA und Westeuropa geben die Inzidenz der frih
einsetzenden PE mit 0,3-0,6% an. Die Haufigkeit der spat einsetzenden PE betragt
in diesen Studien 1,9-3,8%, davon tritt der Uberwiegende Anteil der Falle in
Terminnahe (= 37 SSW) auf. ™ °

Bis zu 15% aller maternalen Todesfalle sind durch Praeklampsie und andere
hypertensive Schwangerschaftserkrankungen verursacht, zwei Drittel davon sind mit

PE assoziiert. '® 7 Weltweit kommt es pro Jahr zu 600.000 maternalen Todesfallen,



99% davon in Entwicklungslandern. Bei 50.000 von diesen ist Praeklampsie/
Eklampsie involviert. 17

Die einzige kausale Therapie der PE ist die Entbindung. '® Dies bedingt die groRe
Bedeutung der PE fur die fetale Morbiditdt und Mortalitat. Bis zu 20 % aller
Frihgeburten sind mit PE assoziiert. ' PE verursacht 20 bis 25% der gesamten
perinatalen Mortalitat. ' Der Anteil von PE an den gesundheitsékonomischen
Kosten, die durch extreme Frithgeburtlichkeit entstehen, ist immens. %

Eine Vielzahl von maternalen Erkrankungen geht mit einem erhdhten Risiko fur PE
einher. Das relative Risiko fir das Auftreten von Praeklampsie ist bei verschiedenen
anamnestischen Risiken oder praexistenten maternalen Erkrankungen signifikant

gesteigert: 2’

Anamnestische Risikofaktoren Relatives Risiko fiir Praeklampsie
Antiphospholipid-Syndrom ~9

Z. n. Praeklampsie ~7

Body Mass Index > 35 ~4
Vorbestehender Diabetes mellitus ~3,5

Familiare Belastung ~3
Vorbestehende Nierenerkrankung ~3

Erstparitat ~25

Alter > 40 ~2

Chronische Hypertonie Risiko erhoht
Autoimmunerkrankungen

(z. B. systemischer Lupus erythematodes | Risiko erhoht

mit Nephritis)

Thrombophilie Datenlage unklar

Tabelle 1: Erhéhung des relativen Risikos fiir Praeklampsie aufgrund maternaler

Vorerkrankungen. Modifiziert nach Rath et al., 2007 2




1.3. Klinik der Praeklampsie
1.3.1. Diagnostik und Pradiktion

Die Diagnose der PE wird bis zum heutigen Tag mit der Messung des Blutdrucks und
der Bestimmung des Proteingehalts im Urin gestellt. Diese Messwerte reichen per
definitionem aus, um die Erkrankung zu diagnostizieren. Die Internationale
Gesellschaft zum Studium der hypertensiven Schwangerschaftserkrankungen
(International Society for the Study of Hypertensive Disorders in Pregnancy, ISSHP)
hat Richtlinien zur genauen Durchfiihrung dieser Untersuchungen erstellt. °
Entscheidend ist hierbei die Verwendung einer passenden Oberarmmanschette und
das Verwenden des Korotkoff V Tones fur das Bestimmen des diastolischen
Blutdrucks. Zur qualitativen Einschatzung der Proteinurie in der Triage-Situation
eignet sich die Durchfihrung eines Urinstix. Bereits mit dem reproduzierbaren
Ergebnis 1+ bei einer mindestens zweimaligen Messung liegt eine signifikante
Proteinurie vor. Die Messung eines 24-Stunden-Sammelurins erfolgt, um eine
genaue Quantifizierung der Proteinurie zu erreichen. Hierfir kann alternativ die
Bestimmung der Kreatinin-Protein-Ratio (P/C Ratio) im Spot-Urin erfolgen.

Da bei Patientinnen mit PE mit hoher Inzidenz ein HELLP-Syndrom vorkommt, wird
bei entsprechendem klinischen Verdacht die Bestimmung des so genannten HELLP-
Labors durchgefuhrt. Hier werden Leberwerte (AST, ALT, GGT) und Thrombozyten
sowie Hamolyseparameter (freies Hamoglobin, LDH) bestimmt.

In der jingeren Zeit hat sich mit der Messung der zirkulierenden Serumspiegel des
I6slichen Rezeptors des vaskularen endothelialen Wachstumsfaktors-1 (Synonym:
|6sliche fms-like Tyrosinkinase-1, bzw. soluble fms-like Tyrosinkinase-1, sFlt-1) sowie
des plazentaren Wachstumsfaktors (Placental growth factor, PIGF) eine Mdglichkeit
zur Vorhersage und Diagnose der PE etabliert. Maynard et al. konnten 2003 zeigen,
dass in der Plazenta schwangerer Frauen mit PE eine erhdhte Expression des anti-
angiogen wirksamen I6slichen Rezeptors sFlt-1 gemessen werden kann. ? Im Serum
von PE-Patientinnen sind die sFlt-1-Werte ebenfalls erhoht. Der zirkulierende
Serumspiegel des angiogen wirksamen Wachstumsfaktors PIGF ist bei PE erniedrigt.
Erhdhte sFlt-1- und erniedrigte PIGF-Spiegel im Serum schwangerer Frauen sind
signifikant mit dem Auftreten des maternalen Syndroms bei PE korreliert und gehen
dem Auftreten der klinischen Symptome voraus. Ihre Bedeutung flr die Diagnose

und Pradiktion der Erkrankung wurde in klinischen Studien erfolgreich evaluiert. * ?°



Gleichzeitig spielen diese Faktoren eine entscheidende Rolle in der Pathophysiologie
der PE, hierauf wird im folgenden Kapitel naher eingegangen. Die weitere
Erforschung dieser Marker, insbesondere der Bedeutung des sFIt-1/PIGF-Quotienten
in der Diagnostik und Prognose der PE, ist Gegenstand dieser Arbeit.

Zum jetzigen Zeitpunkt gibt es keinen etablierten klinischen Vorhersageparameter fir
PE. Die Zuordnung in ein ,Risikokollektiv‘ erfolgt zunachst durch eine genaue
Anamneseerhebung und Feststellung etwaiger Risikofaktoren. In Deutschland und
teilweise auch im europaischen Ausland hat sich in der geburtsmedizinischen
Routine die Doppler-Sonographie der Aa. uterinae als Screeningparameter fur PE
etabliert. > ?° Mit dem Doppler-Ultraschall wird das Impedanzspektrum der Aa.
uterinae erfasst und mittels verschiedener Widerstandsindizes quantifiziert. Hier sind
der Pulsatilitatsindex (Pl) und der Widerstandsindex (Resistance-Index, RI) am
weitesten verbreitet. 2" ?® Ein erhdhter Flusswiderstand in den uterinen Arterien ist
das klinisch messbare Korrelat der fehlerhaften Trophoblasteninvasion der
maternalen Spiralarterien der Plazenta (s. Kapitel Pathophysiologie). > Die Angaben
zur Sensitivitat und Spezifitat des uterinen Dopplers schwanken in verschiedenen
Untersuchungen. In aktuellen groRen Studien wird die Inzidenz eines pathologischen
Doppler-Befundes, definiert als ein mittlerer Pulsatilitatsindex oberhalb des 95.
Perzentils der gestationsalterabhéngigen Normkurven, mit 11,3% angegeben. *° Die
Untersuchungsmethode hat eine Sensitivitit von 63% und eine Spezifitat von 75%. ?’
Der positive Vorhersagewert dieser Untersuchung, die in der 20.-24. SSW als Tell

der Zweittrimester-Feindiagnostik durchgefiihrt wird, liegt jedoch nur bei 30%. >’

1.3.2. Klinisches Vorgehen und Therapie

Die einzige kausale Therapie der Praeklampsie ist die Entbindung. Die
symptomatische Therapie umfasst Blutdrucksenkung, Eklampsie-Prophylaxe und die
Induktion der fetalen Lungenreifung beim Fetus bei drohender iatrogener
Frihgeburtlichkeit. Die antihypertensive Therapie sollte nach aktuellen
Empfehlungen erst beginnen, wenn eine schwere Blutdruckerhbhung mit Werten =
170/110 vorliegt. ® Der Zielblutdruck sollte nicht im normotensiven Bereich liegen,

sondern auf Werte von 150-160 mmHg systolisch und 90-100 mmHg diastolisch
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eingestellt werden. Grundsatzlich ist die Einleitung der antihypertensiven Therapie
nur stationar durchzufthren.

Nach Diagnosestellung missen Schwangere und Fetus, in Abhangigkeit von der
Schwere des Krankheitsbildes und Zeitpunkt des Auftretens, intensiviert Uberwacht
werden. Fur die Prognose der Mutter und des Kindes ist es hierbei entscheidend,
dass die Entbindung in einem Perinatalzentrum stattfindet, welches optimal fur die
besonderen  Anforderungen einer durch  Praeklampsie verkomplizierten
Schwangerschaft geriistet ist. ** Allein die Tatsache, dass die Entbindung in einem
Perinatalzentrum und nicht in einem peripheren Krankenhaus stattfindet, kann die
fetale Morbiditat signifikant senken. 334

In jungster Zeit wurde ein mdglicher Therapieansatz erforscht, der auf dem Konzept
der angiogenen Dysbalance bei PE aufbaut. In einer Pilotstudie konnte durch die
Entfernung von Uberschissigem sFlt-1 aus dem Serum praeklamptischer Frauen

eine Prolongation der Schwangerschaft erreicht werden. °

1.4. Pathophysiologie der Praeklampsie

Die Ursache der Praeklampsie ist noch immer nicht abschlieBend geklart. Uber
Jahrzehnte galt die PE als die ,Erkrankung der Theorien, da immer wieder
erfolgversprechende Erklarungsanséatze zu Atiologie und Pathogenese postuliert,
kurze Zeit spater jedoch wieder verworfen wurden. * Eine weitere Besonderheit der
Praeklampsieforschung ist die Hypothese, dass es sich um mehr als eine Erkrankung
handelt, die unter einem gemeinsamen Oberbegriff subsumiert wird. *” * Diese
Mutmallung geht auf die Beobachtung zurick, dass sich das klinische Bild der frih
einsetzenden deutlich von dem der spat einsetzenden PE unterscheidet. Wahrend
bei der frihen PE fast immer eine intrauterine Wachstumsretardierung beobachtet
wird, sind die Kinder der spat einsetzenden PE Uberwiegend normgewichtig.
Insgesamt finden sich bei der frihen PE Zeichen der fehlerhaften
Trophoblasteninvasion, bei der spaten kénnen diese fehlen. *° Der klinische Verlauf
der frihen PE ist meist akut bis perakut, wahrend bei der PE um den Geburtstermin
haufig die Spontangeburt angestrebt werden kann. Pathophysiologisch
unterscheiden manche Autoren zwischen einer ,plazentaren® und einer ,maternalen®

oder ,vaskuldaren* PE. % Bei friih einsetzender PE mit Plazentadysfunktion und
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akutem Verlauf ist haufig die zeitnahe Entbindung die einzige verbleibende
therapeutische Option. Die Kinder sind dann von den Folgen der iatrogenen
Frahgeburtlichkeit und entsprechender perinataler Morbiditat und Mortalitat betroffen.
Demzufolge richten sich konzentrierte Forschungsbemuihungen auf die ,plazentare”

Praeklampsie. Diese wird auch im Folgenden im Zentrum der Betrachtungen stehen.

1.4.1. Die Bedeutung der Trophoblasteninvasion fir die Pathogenese der

Praeklampsie

Es herrscht Einigkeit dartber, dass die unvollstandige Trophoblasteninvasion die
initiale und zentrale Lasion der frih einsetzenden Praeklampsie ist. Die
Arbeitsgruppe um Ivo Brosens aus Leuven konnte bereits im Jahr 1967 zeigen, dass
Plazenten von Frauen mit PE eine veranderte Trophoblasteninvasion aufweisen. *'
Die Arbeitsgruppe hat in der Folge nachweisen kénnen, dass bei Patientinnen mit PE
der Zytotrophoblast — eine Zellgruppe fetalen Ursprungs — nur in reduziertem Umfang
in die maternale Dezidua und in das Myometrium des Uterus einwandert. Dadurch
kommt es zu einer unvollstandigen Umwandlung der matterlichen Spiralarterien. Die
sonst physiologische Weitstellung der GefaRe misslingt. 4% *

Die Aufgabe der Plazenta in der Schwangerschaft ist die Gewahrleistung einer
stetigen Sauerstoff- und Nahrstoffversorung des Feten. Im ersten und frihen zweiten
Trimenon der Schwangerschaft fihrt die Invasion des Zytotrophoblasten zu einer
Einnistung in der maternalen Dezidua und dem Myometrium. ** Eine zweite Welle
der so genannten endovaskularen Trophoblasteninvasion flhrt zu einem Umbau
(remodelling) der maternalen Spiralarterien. *° Der invadierte Zytotrophoblast
konvertiert in einem Prozess, der als Pseudovaskulogenese bezeichnet wird, von
einem epithelialen zu einem endothelialen Phanotyp, und gewahrleistet dadurch den
ansteigenden Nahrstoffbedarf des wachsenden Feten am Ende des 1. Trimesters. *°
Dieser Prozess der Pseudovaskulogenese ist bei PE gestort, es resultiert eine
Hypoxie-/Ischamie-Situation in der Plazenta. %’

Die Regulation der Trophoblasteninvasion erfolgt durch die Interaktion autokriner
Faktoren des Trophoblasten mit parakrinen Faktoren des Uterus. Die Invasion des
Trophoblasten zeigt Parallelen zur Tumorinvasion und beinhaltet unter anderem die

Produktion proteolytischer Enzyme, die die extrazellulare Matrix des Zielorgans
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entsprechend modifizieren. Die Sekretion von Matrixmetalloproteinasen (MMPs)
sowie ihrer endogenen Inhibitoren, den Gewebsinhibitoren (Tissue inhibitors, TIMPs),
ist entscheidend an der Regulation dieses Prozesses beteiligt. MMPs wurden in der
Dezidua, im Trophoblasten sowie in den uterinen natlrlichen Killerzellen (uNK)

nachgewiesen. “® %°

Verschiedene MMPs werden im Trophoblasten zu
unterschiedlichen Zeitpunkten der Schwangerschaft gebildet und koordinieren die
Invasivitdt des Trophoblasten.’® Die MMP-2 und -9-Expression ist bei Frauen, die
spater an PE erkranken, erhoht. Zirkulierende MMP-2 / -9-Spiegel sind bei diesen

Frauen in allen drei Trimestern erhoht.®’

1.4.2. Die Zwei-Phasen-Theorie der Praeklampsie

In der jungeren PE-Forschung hat sich die ,Zwei-Phasen-Theorie“ als umfassender
Ansatz zur Pathogenese der PE etabliert. Die so genannte Zweiphasigkeit bezieht
sich zum einen auf die zeitliche Distanz, die zwischen der initialen Lasion — der
fehlerhaften Trophoblasteninvasion — und dem Auftreten des maternalen Syndroms
besteht. Die Einnistung des Trophoblasten und die Bildung der Plazenta finden
hauptsachlich im ersten und friihen zweiten Trimester statt. °> Das maternale
Syndrom jedoch - das Auftreten von Bluthochdruck und Proteinurie — ftritt
definitionsgemal® nach der 20. SSW auf. Zum anderen bezieht sich die
Zweiphasigkeit auf die Ausbreitung eines lokalen Prozesses — die fehlerhafte
Trophoblasteninvasion spielt sich lokal in der Plazenta ab — zu einer generalisierten,
systemischen Erkrankung.”® Das wesentliche Kennzeichen des maternalen
Syndroms bei PE ist eine generalisierte endotheliale Dysfunktion.’® Diese kann im
librigen gleichermafRen bei friih und spat einsetzender PE festgestellt werden.>®

Lange herrschte Unklarheit Uber das Bindeglied zwischen der lokalen plazentaren
Erkrankung und der koérperweiten Funktionsstérung. Untersuchungen fuhrten zu der
Erkenntnis, dass die dysfunktionale Plazenta Substanzen in die mutterliche
Zirkulation freisetzt. >* Erste Hinweise lieferte die Beobachtung der Arbeitsgruppe um
Philipp Baker, dass die Inkubation isolierter maternale Spitalarterien von gesunden
Schwangeren mit Plasma von Patientinnen mit PE zu einer endothelialen
Dysfunktion dieser GefaRe fiihrt. > Somit wurde der Nachweis erbracht, dass ein im

Plasma der PE-Patientin zirkulierender Faktor die mdgliche Ursache des maternalen
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Syndroms ist. Diese Substanz oder Substanzen — bevorzugt wird in der Literatur von
einem ,Faktor X gesprochen — flhrt bzw. flihren dann zu einer generalisierten

%3.%6 | )nd damit zum maternalen

Endothelzellaktivierung bzw. Endothelzellschadigung
Syndrom mit  renalen, kardiovaskularen und neurologischen Komplikationen

(Abbildung 1). °*’

Immunologische Genetische

Faktoren UNK Zellen | < Faktoren - Umwelt-
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Y

Phase I:
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/
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Abbildung 1: Die Zwei-Phasentheorie der PE. Erlauterungen im Text. Modifiziert nach
Verlohren et al., 2012 8

In der Folge wurde der Faktor X in intensiven Forschungsbemiihungen gesucht. >°
Bioaktiver, plazentarer Debris stellte dabei lange das Zentrum des Interesses dar.
Hier wurden plazentare Mikropartikel, Fragmente des Syncytiotrophoblasten sowie
die veranderte Bildung von reaktiven oxygen species (ROS) untersucht. °% ¢’

Bereits in Folgearbeiten nach der Entdeckung der Auswirkungen des
Plasmatransfers °°> wurde ermittelt, dass die Inkubation der isolierten myometralen
Spiralarterien mit VEGF zu einer Reduktion der endothel-abhangigen Relaxation
fuhrt. Hier wurde erstmals eine Rolle angiogener und anti-angiogener Faktoren als
Modulatoren des vaskuldaren Widerstands gezeigt. *> % Spater fihrte die

Arbeitsgruppe um Ananth Karumanchi diese Forschungen fort und erweiterte sie. > %
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Die Endstrecke der Veranderungen im maternalen Organismus ist die endotheliale
Dysfunktion. So wurde PE auch als ,Erkrankung des Endothels* bezeichnet. ** Die
Endothelzellschadigung am Glomerulum ist als glomerulare Endotheliose die
Ursache der Proteinurie. Erste Untersuchungen zu diesem Thema grindeten sich auf
Nierenbiopsien an Patientinnen mit PE. %

Bei Patientinnen mit PE kann eine generalisierte Vasokonstriktion und ein erhdhter
systemischer Widerstand (TPR) gemessen werden. Die Balance von
Vasokonstriktoren wie Thromboxan A, (TxA;) und Vasodilatatoren wie Prostacyclin
(PGl,) ist verschoben. Es liberwiegen die vasokonstringierenden Komponenten.  In
der Niere kann es als Folge des generalisierten erhdhten Systemwiderstands zu

Oligurie und Anurie kommen.

1.4.3. Angiogene und anti-angiogene Faktoren

Maynard et al. ermittelten, dass sich in der Plazenta schwangerer Frauen mit
Praeklampsie eine erhohte Expression des loslichen VEGF-Rezeptor-1 (sFlt-1)
nachweisen lasst.?® Der VEGF-Rezeptor-1 (Flt-1), an dem der Wachstumsfaktor
VEGF und sein in der Schwangerschaft vermehrt gebildetes Homolog PIGF bindet,
existiert in zwei Formen: als Membran gebundener Tyrosinkinase-Rezeptor, der die
angiogenen Signale von VEGF und PIGF an die intrazellularen
Signaltransduktionswege weiterleitet (FIt-1), sowie in einer |6slichen Form (sFlt-1),
die beide Faktoren bindet, ohne jedoch die Signale der Liganden zu transduzieren.
Diese durch alternatives splicing des Flt-1-Gens entstandene I6sliche Variante sFit-1
ofangt® lediglich VEGF und PIGF und erniedrigt damit ihre biologisch wirksamen
Serumspiegel. Somit wirkt sFlt-1 anti-angiogen, da es angiogene Signale blockiert.
Im Serum von PE-Patientinnen sind die sFIt-1-Werte erhoht. Die zirkulierenden
Serumspiegel des angiogen wirksamen Wachstumsfaktoren PIGF sind bei PE
erniedrigt. Erhdhte sFIt-1- und erniedrigte PIGF-Spiegel im Serum schwangerer
Frauen sind signifikant mit dem Auftreten des maternalen Syndroms bei PE korreliert
und gehen dem Auftreten der klinischen Symptome voraus, wie im vorangehenden
Abschnitt beschrieben wurde.

Wahrend in der Embryonalentwicklung und im Tumorwachstum hohe Spiegel von

VEGF Angiogenese vermitteln, sind im Verhaltnis dazu niedrige basale Spiegel von

15



VEGF im gesunden Erwachsenen fiur die Endothelzellhomdostase notwendig. Ein
Ansteigen der zirkulierenden sFlt-1-Konzentrationen fuhrt zu einer Reduktion der
wirksamen Konzentrationen von VEGF und PIGF. Hierbei kann eine kritische Grenze
fur die Aufrechterhaltung einer normalen vaskularen/endothelialen Funktion
unterschritten werden. In Abbildung 2 sind die Folgen der veranderten angiogenen

Balance schematisch dargestellt.

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Folgen der verdnderten angiogenen
Balance. Aufgrund verinderter plazentarer Sekretion kommt es zu einem Uberwiegen
der anti-angiogenen Wirkung von sFIt-1 gegeniiber der angiogenen von PIGF (a).
Sowohl der membranstédndige Flt-1- als auch der zirkulierende sFlt-1-Rezeptor binden
VEGF und PIGF (b). Durch ein Uberwiegen von sFlt-1 kommt es zu einer
herabgesetzten Aktivierung des membranstiandigen Flt-1 durch PIGF und VEGF. Dies
ist jedoch fiir die Endothelzellhomo6ostase notwendig (c, oberer Teil). Die Folge ist

eine endotheliale Dysfunktion (c, unterer Teil). Modifiziert nach Verlohren et al., 2012 >

Es wurde identifiziert, dass die Funktion der glomerularen Kapillaren unter strenger
Kontrolle von VEGF steht. In einem Mausmodell mit podozyten-spezifischem knock-
out eines VEGF-A-Allels kam es zu einer Schwellung der glomerularen

Endothelzellen, dem Kollaps der Kapillarschlingen sowie subsequenter Proteinurie.

16



Diese Befundkonstellation ist auch bei Praeklampsie anzutreffen. ®® Auch die
medikamentdse Erniedrigung der VEGF-Spiegel, beispielsweise als Nebenwirkung
chemotherapeutischer Behandlungsschemata, fuhrt zur Entwicklung einer
glomeruldren Mikroangiopathie. ®” VEGF hat (iber eine Verstarkung der endothelialen
NO- und PGl,-Expression eine vasorelaxierende und damit blutdrucksenkende
Wirkung. ® Die Erniedrigung der VEGF-Spiegel kann so direkt zu erhdhtem
Blutdruck beitragen.

Weitere plazentare Faktoren, wie AT1-AA und l6sliches Endoglin (sEng) haben
madglicherweise synergistische Effekte oder zusatzliche pathogenetische Bedeutung
fir das maternale und fetale Syndrom bei Praeklampsie. % Lésliches sEng, das
ebenfalls in der Plazenta praeklamptischer Frauen verstarkt exprimiert wird und in
erhdhten Konzentrationen im Plasma nachweisbar ist, korreliert mit der Schwere der

Erkrankung und {ibt additive Effekte im Zusammenspiel mit sFlt-1 aus. ®

1.4.4. Renin-Angiotensin-Aldosteron-System, Agonistische Angiotensin I

Rezeptor-1 Autoantikorper und die Rolle des Immunsystems bei Praeklampsie

Das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) ist in verschiedener Hinsicht in
die Pathogenese der Praeklampsie involviert. "2 Die physiologischen
Adaptationsvorgdnge des mutterlichen Organismus an die Schwangerschaft
beinhalten eine Reduktion des totalen peripheren GefalRwiderstands. Die Spiegel von
Renin, Angiotensinogen und Aldosteron sind erhoht, wahrend die periphere
Ansprechbarkeit darauf reduziert ist. "> Bei Patientinnen mit PE ist die Ang II-
Sensitivitat im Vergleich zu gesunden Schwangeren stark erhoht, die zirkulierenden
Spiegel der Hormone sind unverandert. "* " Dieser Zustand beginnt vor dem
Einsetzen der klinischen Symptome und persistiert nach der Entbindung. "® Im
Serum von Patientinnen mit PE lassen sich agonistische Angiotensin Il Rezeptor-1
Autoantikdrper (AT1-AA) nachweisen. Das uteroplazentare RAAS ist bei Patientinnen
mit PE dysreguliert. In der Dezidua praeklamptischer Frauen wurde eine verstarkte
Expression des Angiotensin |l Rezeptor-1 (AT1) identifiziert. " Von besonderem
Interesse ist die Beobachtung, dass eine mogliche Interaktion zwischen dem RAAS
und den angiogenen und anti-angiogenen Faktoren bei PE besteht. Ang Il reguliert
mdglicherweise die Sekretion von sFIt-1 in vivo und in vitro. ”” In humanen

Trophoblastenkulturen sowie durch in vivo Studien an schwangeren Mausen konnte
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gezeigt werden, dass Angiotensin-ll-abhangige AT-1-Rezeptoraktivierung ein
positiver Modulator der sFlt-1-Synthese und -sekretion ist. In der erhdhten dezidualen
und plazentaren AT1-Rezeptoraktivierung kann somit Uber eine verstarkte
Expression von sFlt-1 die Ursache der verschobenen Balance der angiogenen
Faktoren zugunsten eines anti-angiogenen Zustands begrindet liegen. Da, wie oben
beschrieben, Ang Il jedoch bei PE nicht dysreguliert ist, gewinnt die Tatsache an
Bedeutung, dass AT1-AA fur diesen Effekt verantwortlich sein kénnten. Die gleiche
Arbeitsgruppe ermittelte, dass ein passiver Transfer von AT1-AA in Mause zu einer
verstarkten Expression von sFlt-1 in der Plazenta und zu einem PE-ahnlichen
Syndrom dieser Tiere fiihrt. "

In den Forschungen zu den AT-1-AA wurde die Hypothese aufgestellt, dass das
Auftreten der Autoantikdrper mit einer vorangehenden Infektion der betroffenen
Patientinnen mit dem Parvovirus-B19 korreliert. ° Eine Sequenzanalyse konnte
belegen, dass das Epiptop am AT1-Rezeptor, welches von den AT1-AA erkannt wird,
eine Strukturahnlichkeit mit dem Hullprotein VP2 des Parvovirus-B19 zeigt. Das aus
sieben Aminosauren bestehende Epiptop des AT1-AA (AFHYESQ) ist bis auf eine
Aminosdure (AFHYETQ) mit der VP2-Proteinstruktur identisch. °° Dieses
Strukturprotein bindet an spezifische Strukturen und ist fur die Interaktion des Virus
mit seinem Rezeptor verantwortlich. " #2 Es bestand zeitweise die Vermutung, dass
Viruspersistenz und anhaltende Antigenexposition die Entstehung des
Autoantikdrpers begulnstigen kdnnte. Stepan et al. widerlegten diesen Verdacht in
einer ersten Untersuchung.®

Die AT1-AA konnten aul3er in Patientinnen mit PE auch bei Patientinnen mit maligner
Hypertonie und in nierentransplantierten Patienten mit Transplantat-AbstoR3ung

71, 83

identifiziert werden. Der Nachweis der AT-AA geschieht mittels des

" Hier werden in vitro kultivierte neonatale

Rattenkardiomyozyten-Bioassays.
Rattenkardiomyozyten mit dem entsprechenden Untersuchungsserum (z.B. Serum
einer Patientin mit PE) inkubiert. Eine Anderung der Schlagfrequenz der
Rattenkardiomyozyten lasst auf eine entsprechende AT1-Rezeptoraktivierung
schlielen. Die Angabe des Werts bezieht sich auf die Differenz zur Grundfrequenz
(delta beats per minute, dpm). Ist der Schwellenwert von 12,5 dpm Uberschritten, gilt
der Antikdrpernachweis als positiv. Als Negativ-Kontrolle dient die Inhibition mittels
eines AT1-Rezeptorantagonisten oder des spezifischen Epiptops des AT1-AA. Ein

anderer Nachweistest der Autoantikorper existiert bisher noch nicht.
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1.5. Tiermodelle zur Praeklampsie

Die Praeklampsie ist eine Krankheit héhergradiger Saugetiere und wurde bisher nur
beim Menschen und wenigen Primatenarten beschrieben. ® Somit miissen
Tiermodelle flr Praeklampsie artifiziell konstruiert werden. Die Berliner Arbeitsgruppe
um Friedrich Luft und Detlev Ganten hat ein transgenes Tiermodell entwickelt, in dem
die Gene fur humanes Angiotensinogen und humanes Renin in das Rattengenom
integriert sind. ® Die Schwangerschaft einer weiblichen Sprague-Dawley-Ratte (SD),
die transgen fur das humane Angiotensinogen (hAogen) ist, mit einer mannlichen
Ratte, die transgen fir das humane Renin (hRen) ist, zeigt Symptome einer
Praeklampsie: Bluthochdruck und Proteinurie. Das humane Genkonstrukt, welches in
die Ratten eingebracht wurde, entspricht dem gesamten humanen Renin-Gen (10
Exons und 9 Introns), mit 3,0 kB der 5’-Promotorregion und 1,2 kB der zusatzlichen
3’ Sequenzen. Das humane Angiotensinogen-Konstrukt enthalt das gesamte
menschliche Angiotensinogen-Gen (5 Exons und 4 Introns), mit 1,3 kB der 5’ und 2,4
kB der 3’ Sequenzen. ¥ In diesem Modell ist als einzige Verdnderung (durch das
transgene Einbringen zweier Gene) eine Erhdhung des Renin-Angiotensin-Systems
erzeugt worden. Da eine Schwangerschaftshypertonie nur dann entsteht, wenn die
schwangere Mutter Renin Uberexprimiert, handelt es sich nicht um das Plasma-
Renin-Angiotensin-System, sondern um lokale Veranderungen in der Plazenta. Die
Tatsache, dass lokale Veranderungen in der Plazenta die auslésende Ursache in
dem Krankheitsprozess sind, entspricht der menschlichen Situation. Die
Arbeitsgruppe konnte weiterhin zeigen, dass in den schwangeren Ratten des
praeklamptischen Phanotyps AT1-AA sowie glomerulare Endotheliose und
plazentare Atherose vorliegen. %

Neben dem TGR-Modell gibt es weitere Tiermodelle flur PE. Die Arbeitsgruppe um
Joey Granger erforscht das Modell der reduzierten uterinen Perfusion, kurz RUPP
(reduced uterine perfusion pressure). Hier wird durch eine Ligatur von zwei Dritteln
der Aorta und beider uteriner Arterien eine Minderperfusion der uteroplazentaren
Einheit erzeugt. Als Folge entsteht ein PE-ahnliches Syndrom mit Hypertonie,
Proteinurie und embryonaler Wachstumsretardierung. 2”°° Weiterhin lassen sich in
den RUPP-behandelten Tieren AT1-AA sowie veranderte Serumspiegel von sFlt-1

und PIGF gegeniiber den Sham-operierten Tieren nachweisen. %' %2
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In weiteren Tiermodellen konnte Uber die Infusion von Tumornekrosefaktor-o. (TNF-
a) und Interleukin-6 Hypertonie und endotheliale Dysfunktion in schwangeren Ratten
induziert werden. * ° Auch das L-Nitro-Arginin-Methylester (L-NAME)-Modell
bedient sich einer direkten Induktion einer endothlialen Dysfunktion mit subsequenter
Hypertonie. % %

Die Arbeitsgruppe von Ananth Karumanchi hat bereits in ihrer initialen Arbeit an sFlt-
1 und PIGF gezeigt, dass Ratten, die man mit adenoviralem sFlt-1 transfiziert,
Symptome der PE entwickeln. 2 Neben Hypertonie und Proteinurie konnte in den
Nieren der Tiere glomeruldre Endotheliose nachgewiesen werden. In einer
Folgearbeit konnten die Autoren nachweisen, dass die Behandlung der sFlt-1

(iberexprimierenden Tiere mit VEGF 121 die PE-Symptome zum Abklingen bringt.?”
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2. Ausgewahlte Originalarbeiten
2.1 Experimentelle Arbeiten zur Pathophysiologie der Praeklampsie

2.1.1 Charakterisierung eines transgenen Tiermodells fiir Praeklampsie

Verlohren S*, Niehoff M*, Hering L*, Geusens N, Herse F, Tintu AN, Plagemann A,
LeNoble F, Pijnenborg R, Muller DN, Luft FC, Dudenhausen JW, Gollasch M,
Dechend R. Uterine vascular function in a transgenic preeclampsia rat model.
Hypertension 2008; 51(2):547-53. (*gleichberechtigt)

Die Schwangerschaft einer transgenen Ratte des PE-Phanotyps (SD-PE) zeigt
neben den PE definierenden Symptomen (Bluthochdruck, Proteinurie) weitere PE-
spezifische Lasionen wie eine histologisch nachweisbare Nierenschadigung
(glomerulare Endotheliose) und Plazentaalterationen (plazentare Atherose).
AuRerdem wurden AT1-AA nachgewiesen.

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob sich andere pathophysiologische
Entitaten der PE im Tiermodell nachweisen lassen. Das Ziel war, durch eine genaue
Charakterisierung von endothelialer Funktion, plazentarer Durchblutung und
intrauteriner embryonaler Entwicklung die Eignung des Modells als Tiermodell fur
hypertensive Schwangerschaftserkrankungen zu Uberprifen. Es wurde evaluiert,
inwieweit sich die non-invasiven Techniken des transabdominalen Ultraschalls und
der Doppler-Sonographie anwenden lassen, um die Rattenschwangerschaft in vivo
zu untersuchen. Hier sollte die Hypothese geprift werden, dass es einerseits
technisch moglich ist, das Wachstum der Rattenembryonen zu erfassen und
andererseits Unterschiede im Wachstumsmuster friihzeitig zu erkennen. Mit Hilfe von
Doppler-Untersuchungen wurde die Hypothese gepruft, inwieweit es maoglich ist,
Flusswiderstande der Aa. uterinae und Aa. arcuatae zu untersuchen und dadurch
Hinweise auf das Vorliegen eines PE-typischen Flussmusters zu erhalten.

Mittels isometrischer Kontraktionsmessungen an isolierten Aa. uterinae wurde
gezeigt, dass in den schwangeren transgenen Ratten des PE-Phanotyps (SD-PE)
eine endotheliale Dysfunktion vorlag. Die paradoxe kontraktile Antwort der Gefalde
der SD-PE-Ratten konnte durch Inkubation mit Cyclooxygenase (COX)- und
ThromboxanA; (TxAz)-Antagonisten aufgehoben werden. Die Untersuchung des
Serums der Tiere bestatigte das Vorliegen einer Verschiebung der 6-keto-
Prostaglandin  F1a (PGF1a)/TxAz-Ratio  zugunsten  des  vasokonstriktiven
Thromboxans. Demgegenuber zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in den
zirkulierenden Serumspiegeln von sFlt-1 und VEGF in SD-P und SD-PE Ratten.
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Mittels Ultraschalluntersuchung konnte festgestellt werden, dass die Embryonen der
SD-PE im Verlauf der Schwangerschaft eine asymmetrische intrauterine
Wachstumsretardierung entwickelten, die durch eine progrediente Verschiebung des
Kopf- und Bauchumfanges zugunsten des Kopfumfanges gekennzeichnet war. Die
Doppler-Sonografie ergab ein Uberraschendes Ergebnis. Der Widerstand in den Aa.
uterinae der SD-PE Tiere nahm im Verlauf der Schwangerschaft, verglichen mit den
SD-P Tieren, ab. Die SD-PE Ratten hatten sowohl in den Aa. uterinae an Tag 15 und
18 und in den Aa. arcuatae an Tag 18 signifikant niedrigere Flusswiderstande als die
SD-P Ratten.

Wir konnten zeigen, dass eine endotheliale Dysfunktion in den Aa. uterinae der SD-
PE-Ratten vorlag. Dies, und die mdglicherweise hierflr ursachliche Verschiebung der
PGF1a/TxAz-Ratio, entspricht der Pathophysiologie der humanen PE. Die nicht
invasive Messung sowohl des embryonalen Wachstums als auch der
Dopplersonographie konnte etabliert werden. Eine erwartete Veranderung der
Flusswiderstande im Sinne einer erhohten Impedanz in den SD-PE konnte nicht
nachgewiesen werden. Das steht jedoch in Einklang mit der histologischen
Untersuchung der Plazenten durch unsere Arbeitsgruppe. Geusens et al. fanden,
dass die SD-PE Ratten eine tiefere Trophoblasteninvasion in das mesometriale
Dreieck der Plazenta zeigen. ® Hierauf wird im folgenden Abschnitt nédher
eingegangen. Somit stehen die Ergebnisse im TGR-Rattenmodell fir PE in Einklang
zueinander: Die Abnahme der uterinen Flusswiderstande entsprechen einer tieferen
Trophoblasteninvasion in den Plazenten der Ratten des PE-Phanotyps. Hiermit
konnte eine pathophysiologische Einheit der PE-bedingten Veranderungen im TGR-
Tiermodell aufgezeigt werden, die eine Eignung des Modells flir PE-spezifische

Fragestellungen und Interventionen unterstreicht.

Weitere eigene Publikationen zu diesem Thema:

Geusens N, Verlohren S, Luyten C, Taube M, Hering L, Vercruysse L, Hanssens M,
Dudenhausen JW, Dechend R, Pijnenborg R: Endovascular trophoblast invasion,
spiral artery remodelling and uteroplacental haemodynamics in a transgenic rat
model of pre-eclampsia. Placenta 2008; 29(7):614-23.

Geusens N, Hering L, Verlohren S, Luyten C, Drijkoningen K, Taube M, Vercruysse L,
Hanssens M, Dechend R, Pijnenborg R. Changes in endovascular trophoblast invasion and
spiral artery remodelling at term in a transgenic preeclamptic rat model. Placenta 2010;
31(4):320-6.
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2.1.2 Intervention am transgenen Tiermodell fir Praeklampsie

Verlohren S, Geusens N, Morton J, Verhaegen I, Hering L, Herse F, Dudenhausen JW,
Muller DN, Luft FC, Cartwright JE, Davidge ST, Pijnenborg R, Dechend R. Inhibition of
trophoblast-induced spiral artery remodeling reduces placental perfusion in rat pregnancy.
Hypertension 2010; 56(2):304-10.

In vorangehenden Untersuchungen am TGR-Modell wurde ermittelt, dass die PE-
Ratten eine verstarkte endovaskulare Trophoblasteninvasion in das mesometriale
Dreieck der Plazenta aufwiesen.  Das Flussmuster in den Aa. uterinae und Aa.
arcuatae war gleichsinnig verandert. In der vorliegenden Arbeit wurde die Rolle der
Matrixmetalloproteinasen (MMP) auf die Trophoblasteninvasion im TGR PE-Modell
untersucht. Die heterogene Substanzgruppe der MMPs, die vor allem in
Tumorwachstum und -metastasierung involviert ist, ist auch im extravilldsen
Trophoblasten exprimiert und gilt als moglicher Modulator der Trophoblasteninvasion.

9. 190 | dieser Interventionsstudie am Tiermodell wurde die Hypothese Uberpriift,

dass die Inhibition von MMP-2 / -9 die Trophoblasteninvasion und in der Folge die
plazentare Perfusion hemmt. '’

Zunachst konnte mittels Zellkultur ein mdglicher Mechanismus fur die verstarkte
Trophoblasteninvasion der Ratten des PE-Phanotyps gefunden werden. Die
Inkubation der humanen SHGPL-4-Zellen mit Angiotensin |l steigerte die Invasivitat
der Trophoblasten. Dieser Effekt konnte durch Inkubation mit Doxycyclin (DOX),
einem Inhibitor von Matrixmetalloproteinasen, gehemmt werden. Das TGR-Modell ist
durch eine verstarkte Expression von Angiotensin gekennzeichnet, insbesondere die
symptomatische Kreuzung (PE) zeigt eine massive Steigerung der zirkulierenden

8 |n den Plazenten und im Serum der Ratten der

Ang Il Spiegel.
Interventionsgruppen (SD+DOX und PE+DOX) konnte mittels tPCR, Western Blot
und Gel-Zymographie nachgewiesen werden, dass DOX zu einer veranderten MMP-
2 | -9 Expression fuhrte. Die Expression der MMPs auf mRNA- und Protein-Ebene
war durch nachgeschaltete Inhibition im Sinne eines positiven Feedback-
Mechanismus konserviert. In der MMP-Aktivitatsmessung mit Fluorogenic peptides
wurde bestatigt, dass die MMP-Inhibition durch DOX wirksam war.

Mittels Immunhistochemie wurde nachgewiesen, dass die DOX-behandelten PE-
Ratten (PE+DOX) eine herabgesetzte Trophoblasteninvasion in Zone 3 des
mesometrialen Dreiecks (MT) im Vergleich zu sowohl den unbehandelten PE-Tieren
(PE-DOX) als auch zu beiden Kontrollgruppen (SD+DOX und SD-DOX) zeigten. Die

Umwandlung der maternalen Spiralarterien durch den invadierten Trophoblasten war
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in den PE+DOX um 60% reduziert. In der Interventionsgruppe (PE+DOX) zeigte sich
eine selektive Zunahme von uNK-Zellen im mesometrialen Dreieck. Der apoptotische
Index war in beiden Interventionsgruppen gleichermafien erhéht. Somit konnten wir
belegen, dass DOX zu einer Reduktion der endovaskularen Trophoblasteninvasion
durch eine Reduktion der uNK-Zell-Apoptose und einer Erhaltung der uNK-Zellen im
MT der PE+DOX, nicht aber der SD+DOX flhrt.

Die plazentare Perfusion einzelner fetoplazentarer Einheiten wurde mittels
ultrasonografischer  Erfassung der Verteilungskinetik von  Mikromarkern
(mircobubbles) gemessen. Es wurde nachgewiesen, dass die PE+DOX eine um 25%
herabgesetzte Plazentaperfusion im Vergleich zu den unbehandelten PE-DOX
aufweisen. Dies steht im Einklang zum histologischen Bild der DOX-vermitteln
herabgesetzten Trophoblasteninvasion.

In der vorliegenden Arbeit konnte etabliert werden, dass eine MMP-Inhibition mittels
des nicht selektiven MMP-Inhibitors Doxycyclin zu einer herabgesetzten
Trophoblasteninvasion fuhrt, die funktionell eine Reduktion der plazentaren Perfusion
zur Folge hat. Diese Intervention am TGR-Tiermodell zeigte zum ersten Mal, dass
sich eine kausale Beziehung zwischen der initalen Lasion der PE, der
herabgesetzten Trophoblasteninvasion mit subsequenter reduzierter Umwandlung
der uterinen Spiralarterien und ihren hamodynamischen Folgen, einer
herabgesetzten plazentaren Perfusion, herstellen lasst. Weiterhin konnte die
Entstehung des PE-Phanotyps am TGR-Modell weiter erforscht werden. Durch die
lokale, plazentare Ang Il Uberexpression kam es zu ubiquitaren Effekten, die auch
eine veranderte Motilitat der Trophoblasten, wahrscheinlich zu grof3en Teilen MMP-2
/ -9 vermittelt, bedingen. Hier liegen erfolgversprechende Ansatze flr weitere
Untersuchungen, sowohl im TGR-Tiermodell als auch im Bereich der klinischen

Forschung.

Weitere eigene Publikationen zu diesem Thema:

Hering L*, Herse F*, Verlohren S*, Park JK, Wellner M, Qadri F, Pijnenborg R, Staff AC,
Huppertz B, Muller DN, Luft FC, Dechend R. Trophoblasts reduce the vascular smooth
muscle cell proatherogenic response. Hypertension 2008; 51(2):554-9. (*gleichberechtigt)

Hering L, Herse F, Geusens N, Verlohren S, Wenzel K, Staff AC, Brosnihan KB, Huppertz

B, Luft FC, Muller DN, Pijnenborg R, Cartwright JE, Dechend R. Effects of circulating and
local uteroplacental angiotensin Il in rat pregnancy. Hypertension 2010; 56(2):311-8.
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2.2. Klinische Arbeiten zur Praeklampsie

2.2.1 Autoantikorper, sFlt-1 und Parvovirus B19-Immunitat bei gesunden
Schwangeren und Frauen mit Praeklampsie

Herse F*, Verlohren S*, Wenzel K*, Pape J, Muller DN, Modrow S, Wallukat G, Luft
FC, Redman CW, Dechend R: Prevalence of agonistic autoantibodies against the
angiotensin Il type 1 receptor and soluble fms-like tyrosine kinase 1 in a gestational
age-matched case study. Hypertension 2009; 53(2):393-8. (*gleichberechtigt)

Sowohl im TGR-Rattenmodell als auch in der humanen Praeklampsie konnten AT1-

7. 8 Dje Bedeutung dieser Autoantikdrper fir die

AA nachgewiesen werden.
Pathophysiologie der PE wurde in verschiedenen  klinischen und
grundlagenwissenschaftlichen Arbeiten gezeigt. ' Mit dem Aufkommen des
Konzepts der gestorten angiogenen Balance zwischen angiogenen und anti-
angiogenen Faktoren erhielten die AT1-AA als mdgliche Kofaktoren erneut
Aufmerksamkeit. Gleichzeitig gab es Hinweise, dass eine stattgehabte Infektion mit
Parvovirus B19 die Ursache fiir das Auftreten der AT1-AA sein konnte. ¥ Ziel der
vorliegenden Arbeit war, in einer prospektiven klinischen Fall-Kontroll-Studie die
Interaktionen von AT1-AA, Parvovirus B19 sowie sFIt-1 zu erforschen.

Hierfir wurden 30 Patientinnen mit PE sowie 30 Kontrollpatientinnen prospektiv
untersucht. Die Kontrollgruppe wurde der Fallgruppe bezlglich
Schwangerschaftsalter, Anzahl stattgehabter Schwangerschaften und Ethnizitat
angeglichen, die Blutentnahmen erfolgten in der gleichen Woche wie die der
Fallgruppe. Es wurden  verblindete Messungen der  zirkulierenden
Serumkonzentrationen von sFlit-1 mittels ELISA und AT1-AA mit Hilfe des Standard-
Bioassays durchgefuhrt. Weiterhin wurden Parvovirus-B19-DNA mittels quantitativer
rnPCR bestimmt, die Detektion von IgM- und IgG-Antikbrpern mittels
Enzymimmunassay sowie Western Blot zum Nachweis der viralen Hull- und
Kernproteine VP1, VP2 und NS1 im Serum durchgeflihrt. Die Zugehorigkeit zur Fall-
oder Kontrollgruppe war zum Zeitpunkt der Messungen unbekannt.

In 70% der PE-Patientinnen konnten AT1-AA nachgewiesen werden, wobei auch in
20% der Kontrollpatientinnen der Nachweis von AT1-AA erbracht werden konnte.
Wenn unterschiedliche Zeitfenster im Laufe der Schwangerschaft betrachtet wurden
(< 27 SSW, 28-33 SSW und = 34 SSW), zeigte sich, dass bei Patientinnen = 34 SSW
die Unterscheidung PE oder Kontrolle durch AT1-AA am genauesten war. Die
zirkulierenden sFIt-1-Serumspiegel waren bei PE-Patientinnen in allen drei

Zeitfenstern hoch signifikant erhéht. Es bestanden keine Unterschiede in den sFit-1-
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Spiegeln bei PE-Patientinnen mit oder ohne AT1-AA-Nachweis, das gleiche galt
auch entsprechend fur Kontrollpatientinnen. Bei allen Patientinnen konnte eine akute
Parvovirus B19-Infektion ausgeschlossen werden (DNA und IgM negativ), die 1gG-
Pravalenz als Zeichen einer stattgehabten Infektion war in PE- und Kontrollgruppe
nicht signifikant unterschiedlich. In vitro konnte im Kollektiv der Parvovirus B19-
positiven Patientinnen gezeigt werden, dass IgG-Antikdrper gegen das Parvovirus
B19-Hlllprotein VP2 den AT1-AA-Bioassay aktivieren und somit einen falsch-
positives Ergebnis induzieren kdnnen. Dieser Effekt konnte durch einen AT1-Blocker
(Losartan) sowie das fur den AT1-AA spezifische Epiptop antagonisiert werden.
Weiterhin konnten wir zeigen, dass der AT1-AA-Nachweis im Bioassay von
Patientinnen mit stattgehabter, lange zurtckliegender Infektion (Serumprofil: VPCI-],
NS-1[-], hohe Aviditat) positiv war, nicht jedoch bei Patientinnen mit kurzlich
stattgehabter Infektion (Serumprofil: VPC[+], NS-1[+], niedrige Aviditat).

Unsere Arbeit konnte eine einfache Korrelation zwischen den verschiedenen
pathophysiologischen Entitaten der PE wie Angiogenese (sFlt-1), RAAS (AT1-AA)
und Immunitat (Parvovirus B19-Serologie und RAAS) ausschlieRen. Im Gegensatz
zu AT1-AA stellte sich sFIt-1 als genauer diagnostischer Marker in unserem Kollektiv
heraus. Die serologische Analyse des Parvovirus B19-Immunstatus konnte keine
Erklarung fur das Vorhandensein von AT1-AA in manchen PE- und manchen
Kontrollpatientinnen erbringen. Es wurde der Nachweis erbracht, dass eine langer
zuruckliegende Parvovirus B19-Infektion zu einem positiven Ergebnis des AT1-AA-
Bioassays fuhrt, nicht jedoch eine kurzlich stattgehabte. Ein molekulares Mimikry von
Antikdrpern gegen Parvovirus-B19 am AT1-Rezeptor kann somit nicht sicher

ausgeschlossen werden.

Weitere eigene Publikationen zu diesem Thema:

Verlohren S, Muller DN, Luft FC, Dechend R: Immunology in hypertension,
preeclampsia, and target-organ damage. Hypertension 2009; 54(3):439-43.

Krysiak O, Bretschneider A, Zhong E, Webb J, Hopp H, Verlohren S, Fuhr N,
Lanowska M, Nonnenmacher A, Vetter R, Jankowski J, Paul M, Schonfelder G:
Soluble vascular endothelial growth factor receptor-1 (sFLT-1) mediates
downregulation of FLT-1 and prevents activated neutrophils from women with
preeclampsia from additional migration by VEGF. Circulation Research 2005;
97(12):1253-61.
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2.2.2. Der sFIt-1/PIGF-Quotient als diagnostischer Marker fiir Praeklampsie

Verlohren S, Galindo A, Schlembach D, Zeisler H, Herraiz |, Moertl MG, Pape J,
Dudenhausen JW, Denk B, Stepan H: An automated method for the determination of
the sFIt-1/PIGF ratio in the assessment of preeclampsia. American Journal of
Obstetrics and Gynecology 2010; 202(2):161.e1-11.

Maynard et al. konnten 2003 erstmals zeigen, dass sich bei Frauen mit PE erhdhte
zirkulierende Serumspiegel des anti-angiogen wirksamen sFIt-1 und erniedrigte
Spiegel des angiogen wirksamen PIGF feststellen lassen. ?® In der Folge konnte eine
grolde Anzahl klinischer Studien die Bedeutung der Marker fur die Diagnose, vor
allem fur die Frihekennung der Erkrankung, bestitigen. ' 2% 2> 1% Figr die
Vorhersage des spateren Auftretens der Erkrankung bei Frauen mit erhéhtem Risiko
hat sich die Kombination der Marker mit der Dopplersonographie im zweiten

Trimenon als zielfiihrend erwiesen. 3% 3

Die Friherkennung einer spateren
Praeklampsie mit Hilfe der angiogenen und anti-angiogenen Faktoren bereits im
ersten Trimenon ruckt zunehmend in das Zentrum des wissenschaftlichen und
klinischen Interesses. '°" '°® Die Bestimmungen von sFlt-1 und PIGF in allen
Untersuchungen bis 2009 wurden mit einer Nachweismethode aus dem
Forschungsumfeld erbracht. Der bis dahin ausschlieBlich erhaltliche Quantikine
ELISA fur sFit-1 und PIGF (R&D Systems, Minneapolis, Minnesota, USA) erforderte
umfangreiche Pipettierarbeit im Labor. Um fur den klinisch tatigen Gynakologen und
Geburtsmediziner in der taglichen Routine, der Ambulanz oder in der Niederlassung
von Relevanz zu sein, muss ein Nachweistest schnell und unkompliziert verfugbar
sowie mit klaren Grenzwerten ausgestattet sein. Ziel der vorliegenden Arbeit war die
klinische Erprobung des ersten voll automatisierten Assays fur sFiIt-1 und PIGF
(Elecsys®, Roche Diagnostics, Penzberg), der 2009 zugelassen wurde. Hierfur
wurde eine europaische Multicenterstudie aufgelegt. Insgesamt funf europaische
Studienzentren (Berlin, Leipzig, Madrid, Graz und Wien) schlossen Patientinnen nach
einem gemeinsamen standardisierten Protokoll ein. Es wurde die Hypothese
Uberpruft, dass die automatisierte Messung von sFlt-1 und PIGF und insbesondere
der aus diesen Messwerten berechnete sFlt-1/PIGF-Quotient Patientinnen mit PE mit
hoher diagnostischer Genauigkeit identifizieren kann.

Es wurden insgesamt 351 Patientinnen in die Studie eingeschlossen, darunter 71
Frauen mit PE und 280 Kontrollpatientinnen, die im Gestationsalter den PE-
Patientinnen angepasst wurden. Zunachst wurden Normalwerte fur sFit-1, PIGF und

dem sFIt-1/PIGF-Quotienten bei den Frauen mit unauffalligem

47



Schwangerschaftsausgang ermittelt. Im zweiten Teil der Untersuchung wurden die
Werte der Fall- mit denen der Kontrollgruppe verglichen, jeweils unterteilt in frih
einsetzende (< 34 SSW) und spat einsetzende PE (= 34 SSW). Es zeigten sich
signifikant erhdhte zirkulierende Serumspiegel fur sFlt-1, erniedrigte Serumspiegel fur
PIGF sowie ein erhdhter sFlt-1/PIGF-Quotient bei Patientinnen mit PE gegenlber
Kontrollen. Um die diagnostische Genauigkeit der Tests zu beschreiben, wurden
Receiver operating characteristics (ROC)-Kurven angefertigt und die Area under the
Curve (AUC) errechnet. Aus der optimalen Sensitivitdt und Spezifitat wurde ein
Trennwert fur sFIt-1, PIGF sowie den sFIt-1/PIGF-Quotienten errechnet, der sowohl
in der Gruppe < 34 SSW als auch = 34 SSW die hdchste diagnostische Genauigkeit
gewabhrleistet. Fur den sFIt-1/PIGF-Quotienten konnte bei einem Trennwert (,cut-off)
von 85 nach 20 SSW eine AUC von 0.95 errechnet werden. Die Sensitivitat betrug
hierbei 82%, die Spezifitat 95%. Fiur die Gruppe der frih einsetzenden PE (< 34
SSW) betrug die AUC des sFlt-1/PIGF-Quotienten bei gleichem Trennwert 0.97, die
Sensitivitat betrug dabei 89%, die Spezifitat 97%. Bei spat einsetzender PE betrugen
die Werte bei gleichem Trennwert 0.89 fur die AUC, 74% fur die Sensitivitat und 89%
fur die Spezifitat.

Mit dieser Arbeit konnten wir den ersten voll automatisierten Test fur die
Labordiagnostik der PE fur den klinischen Gebrauch evaluieren. Wir konnten
Normwerte fir gesunde Schwangere sowie einen Trennbereich fur die Diagnose der
PE etablieren. Die Messung von sFIt-1 und PIGF und vor allem die Berechnung des
sFIt-1/PIGF-Quotienten erfasst eine PE mit einer hohen Genauigkeit, bei einem
Trennwert von 85 kann eine fruihe PE mit einer Sensitivitat von 89% und einer
Spezifitat von 97% diagnostiziert werden. Da die klinische Prasentation der PE oft
nicht eindeutig ist, kann ein Serumtest dem klinisch tatigen Arzt helfen, schnell
diagnostische Genauigkeit in unklaren Situationen zu erlangen. Die Anwendung des
sFIt-1/PIGF-Quotienten als diagnostischer Marker fur PE hat sich mittlerweile in der

klinischen Routine etabliert.

Weitere eigene Publikationen zu diesem Thema:

Verlohren S, Stepan H, Dechend R: Angiogenic growth factors in the diagnosis and
prediction of preeclampsia Clinical Science 2012; 122(2):43-52.

Stepan H, Schaarschmidt W, Jank A, Verlohren S, Kratzsch J. [Use of angiogenic factors

(sFlt-1/PIGF ratio) to confirm the diagnosis of preeclampsia in clinical routine: first
experience Zeitschrift fiir Geburtshilfe und Neonatololgie 2010; 214(6):234-8.
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2.2.3. Der sFIt-1/PIGF-Quotient als differentialdiagnostischer und prognostischer
Marker fiir Praeklampsie

Verlohren S, Herraiz |, Lapaire O, Schlembach D, Moertl M, Zeisler H, Calda P,
Holzgreve W, Galindo A, Engels T, Denk B, Stepan H. The sFlt-1/PIGF ratio in
different types of hypertensive pregnancy disorders and its prognostic potential in
preeclamptic patients. American Journal of Obstetrics and Gynecology 2012;
206(1):58.e1-8.

Nachdem in der vorangehenden Arbeit die automatisierte Messung von sFlt-1 und
PIGF fur die klinische Anwendung evaluiert wurde, stellte sich nun die Frage, welcher
direkte klinische Nutzen aus dem Einsatz als diagnostische Hilfe der PE gezogen
werden kann. Die Diagnose der PE wird im klinischen Alltag mit der Messung von
Blutdruck und Proteinurie gestellt. Es gibt jedoch vielfaltige klinische Situationen, in
denen sich eben diese Messinstrumente als ungenau erweisen. Das komplexe
Erscheinungsbild hypertensiver Schwangerschaftserkrankungen und vor allem der
stark variierende klinische Verlauf wird durch die Messung von Blutdruck und
Proteinurie nicht ausreichend abgebildet. Die vorliegende Arbeit hatte drei Ziele: 1.
Die Untersuchung der Eignung des Tests als differentialdiagnostischen Marker fur
hypertensive Schwangerschaftserkrankungen, 2. die Korrelation von in der Routine
befindlichen Kklinischen und paraklinischen Tests auf PE mit dem sFIt-1/PIGF-
Quotienten, sowie 3. die Untersuchung der Eignung des Tests als prognostischer
Marker fur den klinischen Verlauf bei bereits bestehender PE. Hierfir wurde die
europaische Multicenterstudie um weitere Studienzentren (Prag, Basel) erweitert.
Insgesamt wurden Serumproben von 630 Patientinnen analysiert, von denen 164
eine PE, 36 eine Gestationshypertonie und 42 eine chronische Hypertonie hatten.
Als Vergleichsgruppe dienten 388 Kontrollpatientinnen mit unauffalligem
Schwangerschaftsausgang.

Es wurde zunachst die Hypothese gepruft, dass mit Hilfe des sFIt-1/PIGF-Quotienten
eine Unterscheidung zwischen PE und anderen hypertensiven
Schwangerschaftserkrankungen maoglich ist. Hier zeigte sich, dass Frauen mit
chrHTN oder GH < 34 SSW gegenluber gesunden Kontrollen keine signifikant
erhohten Werte des sFit-1/PIGF-Quotienten aufwiesen. Der Quotient war lediglich in
der PE-Gruppe erwartungsgemal} signifikant erhoht. Bei Patientinnen mit GH oder
chrHTN = 34 SSW wurden zwar gegenuber Kontrollen signifikant erhdhte Werte
gemessen, diese lagen jedoch unterhalb des Trennwerts von 85. Dieser Trennwert

wurde im Mittel ausschlieRRlich durch Patientinnen mit PE Uberschritten.
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Der sFIt-1/PIGF-Quotient zeigte eine signifikante Korrelation mit dem systolischen
Blutdruck, dem AST und den Thrombozyten in der Gruppe < 34 SSW.
Interessanterweise bestand keine signifikante Korrelation mit dem diastolischen
Blutdruck sowie mit allen Parametern = 34 SSW.

Wir fuhrten in der Folge eine Korrelation der verbleibenden Schwangerschaftsdauer
mit der Hohe des sFit-1/PIGF-Quotienten bei PE Patientinnen durch. Die Hohe der
Werte Kkorrelierte signifikant mit der verbleibenden Zeit bis zur Entbindung.
Patientinnen mit PE < 34 SSW, die bereits innerhalb von 2 Tagen nach
Diagnosestellung entbunden werden mussten, hatten mittlere Werte von 616.42 +
81.15. Patientinnen mit einer verbleibenden Schwangerschaftsdauer von 2-7 Tagen
zeigten Werte von 547.93 = 98, und Patientinnen, die noch langer als sieben Tage
schwanger waren, hatten einen sFIt-1/PIGF-Quotienten von 225.55 + 60.59. Im
Vergleich von Patientinnen mit Messwerten im oberen Quartil mit Patientinnen mit
Werten in den unteren drei Quartilen zeigte sich, dass in der < 34 SSW-Gruppe
Patientinnen mit einem sFit-1/PIGF-Quotienten = 655.2 ein 2.69-fach erhdhtes Risiko
einer zeitnahen Entbindung hatten. Die Kaplan-Meier-Analyse ergab, dass in dieser
Gruppe nach 48 Stunden nur noch ca. halb so viele Patientinnen schwanger waren.
Ahnliche Ergebnisse wurden fir die spat einsetzende PE gefunden.

Wir konnten in dieser Arbeit zum ersten Mal den unmittelbaren klinisch-praktischen
Nutzen des sFlt-1/PIGF-Quotienten belegen. Patientinnen mit PE konnten mit Hilfe
des sFlt-1/PIGF-Quotienten in Risikogruppen fur eine baldige Entbindung eingeteilt
werden. Der sFlt-1/PIGF-Quotient konnte als differentialdiagnostischer Test etabliert
werden, der aufgrund einer nur mafigen Korrelation mit etablierten klinischen Tests
ein additives diagnostisches Instrument darstellt. Dem praktisch tatigen Arzt steht mit
dem sFIt-1/PIGF-Quotienten ein schneller und verlasslicher labordiagnostischer
Marker zur VerflUgung, der neben einer genaueren Diagnose eine
Differentialdiagnose hypertensiver Schwangerschaftserkrankungen sowie eine

Risikoabschatzung des klinischen Verlaufs der PE erlaubt.

Weitere eigene Publikationen zu diesem Thema:

Rana S, Powe CE, Salahuddin S, Verlohren S, Perschel FH, Levine RJ, Lim KH, Wenger
JB, Thadhani R, Karumanchi SA: Angiogenic Factors and the Risk of Adverse Outcomes in
Women with Suspected Preeclampsia. Circulation 2012; 125(7):911-9.
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3. Diskussion
3.1. Die trachtige transgene Ratte als Tiermodell fiir Praeklampsie

Die Praeklampsie tritt nur beim Menschen und héhergradigen Primaten auf. Lange
Zeit fehlte ein Tiermodell, an dem sich Hypothesen zur Krankheitsentstehung
Uberprufen und Interventionen durchfihren lieRen. Die Arbeitsgruppe von Friedrich
Luft und Detlev Ganten entwickelte ein Rattenmodell, das durch Expression des
humanen Angiotensinogen-Gens in einer weiblichen Ratte und des humanen Renin-
Gens in einer mannlichen Ratte in der Schwangerschaft Bluthochdruck und

Proteinurie entwickelt. &°

In der vorliegenden Arbeit charakterisierten wir das transgene Rattenmodell mit dem
Ziel, weitere Meilensteine der Erkrankung nachzuweisen und damit die Eignung des
Modells fur Interventionen zu Uberprufen. Wir konnten zeigen, dass die isolierten
uterinen Arterien der Ratten des praeklamptischen Phanotyps eine verstarkte
kontraktile Antwort auf a-adrenerge vasokontraktile Stimuli aufwiesen. In den PE-
Ratten wurde eine endotheliale Dysfunktion beobachtet. Eine Stérung der Balance
zwischen Thromboxan und Prostacyclin konnte als hierflr ursachlich identifiziert

werden.

Die physiologische Adaptation des maternalen Organismus an die Schwangerschaft
beinhaltet neben einer generalisierten Vasodilatation und Zunahme des intravasalen
Volumens eine herabgesetzte Ansprechbarkeit auf verschiedene vasokontraktile
Stimuli wie Norepinephrin, Phenylephrin und Angiotensin II. ”® Diese Anpassungen
an die Erfordernisse der Schwangerschaft schlagen bei PE fehl. " In unserem
Tiermodell konnten diese Veranderungen bei den Ratten des praeklamptischen
Phanotyps nachgewiesen werden. Auch in anderen Tiermodellen fir Praeklampsie,
wie dem RUPP-Modell, konnte eine verstarkte vaskuldare Reaktion auf kontraktile
Agonisten gefunden werden. ' Die in den PE-Ratten identifizierte Verschiebung des
Prostacyclin/Thromboxan-Quotienten zugunsten von Thromboxan steht in Einklang
mit dem humanen Krankheitsbild. ®° Die Relaxation glatter GefaRmuskulatur
unterliegt der Steuerung durch sowohl endotheliale relaxierende Faktoren
(endothelium-derived relaxing factors, EDRFs) wie Stickstoffmonoxid, PGl und dem
endothelialen hyperpolarisierenden Faktor (endothelium-derived hyperpolarizing
factor, EDHF), als auch Substanzen des perivaskularen Fettgewebes, wie dem

adventitialen relaxierenden Faktor (adventitium-derived relaxing factor, ADRF). '°
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Das Gefallendothel ist Produktionsort kontraktiler Substanzen wie Endothelin | und
TxAz. """ In der normalen Schwangerschaft ist die endotheliale Produktion sowie die
glattmuskulare Antwort auf vasodilatative Stimuli wie NO oder Prostacyclin erhoht. 2
Bei PE kommt es durch eine erhdhte plazentare Expression zum Uberwiegen der
Thromboxan-Wirkung und zu einer Abnahme der Prostacyclin-Produktion. '
Weitere Berichte verdeutlichen eine Rolle von Thromboxan fir die intrauterine
Wachstumsretardierung: TxA,-Rezeptor-Uberexpression in Blutgefaen von Nagern

fihren zu einer intrauterinen Wachstumsretardierung. '**

Wir konnten nachweisen, dass die Feten der Ratten des PE-Phanotyps eine
asymmetrische = Wachstumsretardierung  entwickelten.  Mittels  biometrischer
Ultraschalluntersuchungen konnte ermittelt werden, dass die SD-PE Ratten im
Schwangerschaftsverlauf eine Wachstumsretardierung ausbildeten, die durch eine
Verschiebung der Ratio aus Kopf- zu Abdomenumfangen zugunsten der
Kopfumfange gekennzeichnet war. Postpartal konnte dies anhand der Feststellung
der Organgewichte verifiziert werden. Die retardierten SD-PE Embryonen hatten eine
hdhere Ratio aus Gehirngewicht zu Lebergewicht im Vergleich zu den SD-P Tieren.
Das steht in Einklang mit der bei humaner Wachstumsretardierung gefundenen
~oparschaltung” (brain sparing) der Zirkulation. Der Blutfluss und damit die
Versorgung mit Sauerstoff und Nahrstoffen wird bei intrauteriner Mangelversorgung

zugunsten der lebenswichtigen Organe umverteilt. '™°

In der Literatur herrscht weitgehende Einigkeit Uber die zentrale Bedeutung der
fehlerhaften Invasion des Trophoblasten fur die Entstehung insbesondere der friihen
PE. Eine herabgesetzte, flachere endovaskulare und interstitielle
Trophoblasteninvasion und ein daraus folgender ungenugender Umbau der
maternalen Spiralarterien gilt als histopathologisch greifbare Lasion des
Krankheitsbilds. Wir charakterisierten die Plazenten der transgenen Ratten. *® In den
PE-Ratten konnte eine verstarkte endovaskulare Trophoblasteninvasion
nachgewiesen werden — ein Ergebnis, das zunachst im Gegensatz zu dem
histologischen Korrelat bei humaner Praeklampsie steht. Die SD-PE zeigten eine
tiefere endovaskulare Trophoblasteninvasion sowie einen verstarkten Umbau der
uteroplazentaren Spiralarterien im Vergleich zu den SD-P. *® ''® Dies steht in
Einklang zu den Messungen des Blutflusses in den Aa. uterinae und Aa. arcuatae
mittels Doppler-Ultraschall. Die uteroplazentare Perfusion war in den PE-Tieren im

Gegensatz zu den SD-Ratten verbessert.
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Mensch und Ratte bilden eine hamochoriale Plazenta (Placenta discoidalis) aus.
Trotz wesentlicher anatomischer Unterschiede findet sich bei beiden Spezies eine
tiefe endovaskulare und interstitielle Trophoblasteninvasion. Insbesondere der
Trophoblasten-assoziierte Spiralarterienumbau in der Dezidua sowie die tiefe
Trophoblasteninvasion in das mesometriale Dreieck der Rattenplazenta entsprechen
den physiologischen Anpassungsprozessen des menschlichen Organismus an die

"7 1% Die Diskrepanz der Tiefe der Trophoblasteninvasion

Schwangerschaft.
zwischen humaner Praeklampsie und im hier untersuchten Tiermodell kann Uber die
anatomischen Unterschiede hinaus auf zweierlei Weisen interpretiert werden. Die
Untersuchung der Plazenten fand am Tag 18 der Rattenschwangerschaft statt. Das
entspricht der Mitte der humanen  Schwangerschaft. Die flachere
Trophoblasteninvasion bei humaner PE wurde vor allem an Plazenten des dritten

Trimenons beschrieben. '°

Histologische Daten Uber den Zustand der
Trophoblasteninvasion in der praeklamptischen Plazenta im zweiten Trimenon sind
lickenhaft. Somit ist es moglich, dass auch bei humaner PE eine initial gesteigerte
Trophoblasteninvasion im spaten zweiten und frihen dritten Trimester wieder
eliminiert wird, beispielsweise durch gesteigerte Apoptose. Eine weitere
Interpretation ist das bekannte Verhaltnis zwischen Plazentagrofie, und damit Menge
von trophoblastaren Anteilen, und PE. Sowohl molare Schwangerschaften mit extrem
vergroRerten Plazenten als auch Zwillingsschwangerschaften mit einer entsprechend

120 In den

groleren Plazentamasse haben eine hohere Inzidenz fur PE.
praeklamptischen Ratten fanden wir keine Unterschiede in der Grolie der Plazenten
gegenuber den Kontrolltieren. Es ist jedoch moglich, dass die Zunahme der Menge
des trophoblastaren Anteils im mesometrialen Dreieck durch die tiefere

Trophoblasteninvasion das Entstehen des PE-Phanotyps beglnstigt.

In einer weitergehenden Untersuchung unserer Arbeitsgruppe wurde bestatigt, dass
das uteroplazentare RAAS die Trophoblasteninvasion moduliert. '*' Wahrend eine
Infusion von Angiotensin Il in schwangere SD-Ratten zu einer Abnahme der
Trophoblasteninvasion und einer Zunahme des per Doppler-Ultraschall gemessenen
Resistance Index fuhrte, wurden in den transgenen PE-Ratten gegensatzliche
Veranderungen gemessen. Die lokalen Ang Il Spiegel in der Plazenta der PE-Ratten
waren signifikant gesteigert, wahrend die Ang Il Infusion zu keiner Steigerung der

Expression des uteroplazentaren RAAS fuhrte. In Zellkultur-Versuchen konnte die
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lokale Wirkung von Ang Il auf den Trophoblasten bestatigt werden: Migration,

Invasion und Motilitat waren dosisabhéngig gesteigert. '’

Der Nachweis der endothelialen Dysfunktion und intrauterinen
Wachstumsretardierung bestatigt die Utilitat des Tiermodells fur die Erforschung der
pathophysiologischen Grundlagen der PE. Insbesondere der Nachweis, dass eine
plazentare Ursache (die Uberexpression plazentaren humanen Renins und
Angiotensinogens) in der Folge korperweite Veranderungen in der schwangeren
Ratte auslost (endotheliale Dysfunktion, intrauterine Wachstumsretardierung),
unterstreicht die Relevanz des Modells. Hier besteht der wesentliche Unterschied zu
anderen PE-Tiermodellen. Sowohl das L-NAME-Modell als auch das RUPP-Modell
greifen an der ,Endstrecke“ der PE-Pathophysiologie an, sie induzieren das
maternale Syndrom. Insbesondere das L-NAME-Modell verursacht direkt eine
endotheliale Dysfunktion an den GefaRen der schwangeren Tiere. "2 %° |m
Gegensatz dazu wird die fur die humane PE typische zeitliche und lokale Disparitat
von plazentarer Ursache und Wirkung am gesamten maternalen Organismus in
diesem Modell abgebildet. Insgesamt muss man einschrankend feststellen, dass das
TGR-Modell — wie alle bisher beschriebenen Tiermodelle fir PE — die humane PE
nur unvollstandig abbildet. Sowohl Trophoblasteninvasion und plazentare Perfusion
als auch die nicht veranderte Expression von sFlt-1 und PIGF verhielten sich
gegensatzlich zur menschlichen Situation. Auf der andern Seite konnten die hier
charakterisierten pathophysiologischen Veranderungen in den PE-Tieren einen

Ausgangspunkt fur Interventionen und weitere in vivo Untersuchungen schaffen.

Als erste Intervention am PE-Tiermodell wurden die Auswirkungen einer Reduktion
der Trophoblasteninvasion untersucht. Es wurde die Hypothese Uberpruft, dass eine
Reduktion der Trophoblasteninvasion mit entsprechenden hamodynamischen
Veranderungen, beispielsweise mit einer Abnahme der plazentaren Perfusion,
einhergeht. Die Hemmung der Trophoblasteninvasion in vivo wurde durch Inhibition
der Matrixmetalloproteinasen (MMP)-2 und -9 mittels des MMP-Antagonisten
Doxycyclin (DOX) durchgefihrt. Die Rolle von MMPs als Modulatoren der Motilitat,
Invasion und Migration von Trophoblasten ist bisher nur in vitro erforscht worden. *®
Wir konnten erstmals in vivo nachweisen, dass die Inhibition von MMP-2/ -9 mit einer
Reduktion der Trophoblasteninvasion im Rattenmodell einhergeht. Die DOX-
behandelten Tiere zeigten einen reduzierten physiologischen Umbauprozess der

Spiralarterien, entsprechend einer geringeren endovaskularen
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Trophoblasteninvasion. Nach DOX-Behandlung konnte eine geringere interstitielle
Trophoblasteninvasion im Kompartment 3 des mesometrialen Dreiecks
nachgewiesen werden. In der humanen wie auch der Rattenschwangerschaft sind

12 In  der

uNK-Zellen Schrittmacher der Trophoblasteninvasion.
Rattenschwangerschaft ist eine verstarkte uNK-Zell-Apoptose mit tieferer
Trophoblasteninvasion assoziiert. In unserer Studie flihrte die DOX-Behandlung zu
einem gesteigerten Nachweis von uNK-Zellen im MT. Die MMP-Inhibition fuhrte
somit durch eine Erhaltung der uNK-Zellen im mesometrialen Dreieck zu einer

Reduktion der endovaskularen Trophoblasteninvasion.

Eine methodologische Einschrankung der Intervention ist die Anwendung des nicht-
selektiven MMP-Inhibitors DOX. Die Anwendung von DOX in der Schwangerschaft
birgt das Risiko von Teratogenitat, intrauteriner Mangelentwicklung und
Entwicklungsstérungen des Skeletts, insbesondere der Rdhrenknochen. DOX
reduzierte das Embryogewicht der PE+DOX um 8,5%, das der SD+DOX um 11,5%,
das Plazentagewicht nahm bei PE+DOX um 12.5% und bei SD+DOX um 10,5% ab.
Das mutterliche Gewicht blieb unverandert, grobe Skelettfehlbildungen der
Embryonen wurden nicht beobachtet. In den Plazenten von sowohl PE+DOX als
auch SD+DOX konnte ein pro-apoptotischer Effekt von DOX festgestellt werden.
Insgesamt  betrafen  die = Nebeneffekte  der  DOX-Behandlung  beide
Interventionsgruppen gleichermalen. Somit konnte bei nur gering auspragten

Nebenwirkungen das Ziel einer effektiven MMP-Inhibition in vivo erreicht werden.

Mit Hilfe der Plazentaperfusionsmessung einzelner fetoplazentarer Einheiten wurde
gezeigt, dass die plazentare Perfusion in den mit Verum (DOX) behandelten Tieren
gegenuber den Plazebo-behandelten Tieren herabgesetzt war. Es wurde somit der
Modell-immanente Beweis des Wirkprinzips erbracht, dass eine Reduktion der
Trophoblasteninvasion zu einer Herabsetzung der plazentaren Perfusion fuhrt. Die
Eignung der Rattenplazenta als Modell der humanen Trophoblasteninvasion konnte
durch diese Intervention bekraftigt werden. In den vorliegenden Arbeiten am
Tiermodell kamen erstmals Ultraschall (B-Bild), Doppler-Sonographie und
Plazentaperfusionsmessung zum Einsatz. Der Einsatz dieser Methoden der
Bildgebung erlaubt die zuklnftige Gewinnung von in vivo Daten und ermdglicht die

Uberwachung von Veranderungen im Schwangerschaftsverlauf von Tiermodellen.
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3.2. Der sFIt-1/PIGF-Quotient als diagnostischer, pradiktiver und

prognostischer Marker fiir Praeklampsie

Die Entdeckung der gestorten angiogenen Balance bei Patientinnen mit PE durch die
Arbeitsgruppe um Ananth Karumanchi im Jahr 2003 erklarte viele bis dahin
ungeldste Fragen der Praeklampsieforschung. Zum einen zeigten sich die im Journal
of  Clinical Investigation publizierten Ergebnisse als Schliussel zum
pathophysiologischen Verstandnis der PE, zum anderen konnten sie rasch als
diagnostische und pradiktive Instrumente flr den klinischen Alltag angewendet
werden. Von der Erstbeschreibung im Jahr 2003 bis zur Einfihrung des ersten
automatisierten Tests fur sFIt-1 und PIGF durch Roche Diagnostics im Jahr 2009

vergingen sechs Jahre — eine kurze Zeit fiir den Schritt ,from bench to bedside®. '#*

In der vorliegenden Arbeit untersuchten wir die klinisch-praktische Bedeutung der
Messung von zirkulierenden Serummarkern fur die Diagnostik der Praeklampsie.
Zunachst erforschten wir eine mogliche Interdependenz zwischen sFlt-1 und dem
Auftreten von AT1-AA bei Patientinnen mit Praeklampsie. Die AT1-AA, die aul3er bei
Patientinnen mit PE auch bei Patienten mit maligner Hypertonie und
TransplantatabstoRung nach Nierentransplantation identifiziert werden konnten 8
verdeutlichen die Rolle der humoralen Immunantwort bei PE. '°% '% Ziel der
Untersuchung war die Erforschung der Interaktion von sFlt-1 und AT1-AA sowie
eines mdglichen Zusammenhangs zwischen dem Auftreten der Autoantikérper und
einer stattgehabten Parvovirus-B19-Infektion. Die zirkulierenden Serumspiegel von
sFIt-1 waren bei 96% der Patientinnen mit Praeklampsie signifikant gegenuber
Kontrollen erhdht, wahrend AT1-AA nur in 70% der PE-Patientinnen nachgewiesen
werden konnten. Auch AT1-AA negative PE-Patientinnen hatten signifikant erhdhte
sFlt-1-Spiegel. Somit wurden die Beobachtungen anderer Gruppen bestatigt, die
keine Interaktion von sFIt-1 und AT1-AA fanden. '® Eine einfache Kausalitat
zwischen einer stattgehabten Parvovirusinfektion bei Patientinnen, die AT1-AA
positiv waren, wurde nicht gefunden. Die IgG-Pravalenz als Zeichen einer
vorausgegangenen Infektion war bei PE-Patientinnen und Kontrollpatientinnen nicht
signifikant unterschiedlich. Allerdings fand sich bei Patientinnen mit lange
zuruckliegender Infektion (sechs bis neun Monate, Serumprofil: VPC[-], NS-1[-], hohe
Aviditat) ein signifikant haufigerer positiver AT1-AA Nachweis. Dies war nicht der

Fall, wenn die Patientinnen erst kirzlich eine Infektion durchgemacht hatten (weniger
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als sechs Monate, Serumprofil: VPC[+], NS-1[+], niedrige Aviditat). Entscheidend war
die Entdeckung, dass ein humaner monoklonaler IgG-Antikdrper gegen das VP2-
spezifische Epiptop ein positives Testergebnis des Kardiomyozyten-Bioassays
bewirkte. Durch Einsatz eines AT1-Blockers (Losartan) und durch das Epitop-
spezifische Peptid (AFHYESQ), an das auch der AT1-AA bindet, konnte dieser Effekt
unterdrickt werden. In der Sequenzanalyse wurde gezeigt, dass das Epitop am AT1-
Rezeptor, an das die AT1-AA binden, und das VP2-Kapsidprotein eine hohe
Strukturhomologie aufwiesen. Wir haben somit nachgewiesen, dass sowohl AT1-AA
als auch IgG gegen VP2 ein positives Testergebnis im AT1-Bioassay bewirken
konnte. Bereits Stepan et al. haben 2007 gezeigt, dass die Prasenz von AT1-AA
unabhangig vom Parvovirus-B19-Immunstatus ist. & Wir konnten diese Erkenntnisse
durch die genaue Charakterisierung des Profils der Immunreaktion erweitern. Fir die
klinische Praxis hat sich jedoch gezeigt, dass der Einsatz der AT1-AA als
diagnostischer Test fur PE nicht zielfUhrend ist. Da ein weiterer Schwachpunkt der
AT1-AA als moglicher diagnostischer Test das Fehlen eines herkdmmlichen
Nachweisverfahrens ist, werden die AT1-AA keine Signifikanz im klinischen Alltag

haben.

In einer europaischen Multicenterstudie untersuchten wir die klinische Anwendung
der Messung von sFlt-1 und PIGF und die Bedeutung des sFlit-1/PIGF-Quotienten flr
die Diagnostik der PE. Alle bis zum Jahr 2009 publizierten Daten zur Bestimmung
von sFlt-1 und PIGF wurden mit einem ELISA fur Forschungszwecke der Firma R&D
erhoben. Im Jahr 2009 wurde ein automatisierter ELISA (,Elecsys*®) fiir sFit-1 und
PIGF der Firma Roche Diagnostics zugelassen. Dieser Test kann als Modul in grol3e
Laborplattformen, wie sie beispielsweise in Zentrallaboratorien von Kliniken oder
Einsenderlaboren zu finden sind, eingefluigt werden und ermdéglicht eine Bestimmung
der Faktoren innerhalb von 18 Minuten. Wir stellten fest, dass die automatisierte
Messung des sFIt-1/PIGF-Quotienten im klinischen Alltag eine PE zuverlassig
diagnostizieren konnte. '*® Mittels ROC-Kurven wurde ein Trennwert des sFlt-1/PIGF-
Quotienten von 85 bestimmt. Eine frih einsetzende PE konnte mit einer Sensitivitat
von 89% und einer Spezifitat von 97% diagnostiziert werden. Andere Multicenter-
Untersuchungen bestétigten die Leistungsfahigkeit der automatisierten Tests. %’
Untersuchungen einer japanischen Multicenterstudie schlugen jedoch einen

Trennwert von 45 fiir den klinischen Gebrauch des sFIt-1/PIGF-Quotienten vor. "%

76



Unsere Forschungen bestatigen die Ergebnisse zweier grofRer klinischer Studien, die
im Jahr 2004 und 2006 im New England Journal of Medicine erschienen sind. 2 #°
Wir konnten die Entdeckung, dass die Bestimmung von sFit-1 und PIGF eine
Diagnosestellung der PE ermdglicht, weiterfihren und fur den Einsatz im klinischen
Alltag evaluieren. Neben dem Nachweis der Leistungsfahigkeit der neuen
automatisierten Tests fur sFlt-1 und PIGF konnten wir mittels ROC-Analyse einen
Trennwert fur die Diagnose der PE finden. Hierdurch wird erstmals ermdglicht, in der
Klinik erhobene Messwerte auf einen international einheitlichen und vergleichbaren
Trennwert zu beziehen. Dies ist eine Voraussetzung fur die breite klinische Nutzung
des sFIt-1/PIGF-Quotienten.

Eine Limitation fur die klinische Anwendung des sFIt-1/PIGF-Quotienten ist, dass wir
bisher nur einen Trennwert definieren konnten, der fir den gesamten
Schwangerschaftsverlauf Gultigkeit hat. Das steht im Gegensatz zur Dynamik der
Werte von sFlt-1 und PIGF im Verlauf der gesunden und praeklamptischen
Schwangerschaft. Wir konnten zeigen, dass es auch in der gesunden
Schwangerschaft zu einem Anstieg von sFlt-1 und zu einem Abfall von PIGF im 3.
Trimenon kam. So betrug bei gesunden Schwangeren das 50. Perzentil des sFlt-
1/PIGF-Quotienten im Zeitraum von 24-28 SSW 3.8, wahrend es im Zeitraum 237
SSW bei 26.2 lag. Betrachtete man das 95. Perzentil gesunder Schwangerer, so lag
dies in 24-28 SSW bei 16.9 und in 237 SSW bei 138, also bereits oberhalb des
Trennwerts von 85. In den von uns durchgeflihrten Studien wurden bislang noch
nicht ausreichend PE-Patientinnen untersucht. Die bisherigen Fallzahlen erlaubten
eine Bestimmung verschiedener, dem Schwangerschaftsalter angepasster
Trennwerte nicht. Ziel kunftiger Studien muss es sein, gestationsalterspezifische
Normkurven und Trennwerte zu entwickeln. Hier waren Zeitrdume von vier bis funf
Wochen zu empfehlen, wie unsere Forschungen zum Verlauf der Werte bei
gesunden Schwangeren ergaben. Alternativ ware die Einflhrung des in der
Schwangerschaft Ublichen Konzepts von Multiplen des Medians (Multiples of the

Median, MoM) zu diskutieren.

Besondere Aufmerksamkeit richtet sich naturgemaf auf den potentiellen Einsatz des
sFIt-1/PIGF-Quotienten als pradiktiven Marker. Bereits in den Arbeiten von Levine et
al. wurde nachgewiesen, dass mit Hilfe der Bestimmung von sFIt-1 und PIGF funf
Wochen vor Auftreten der klinischen Symptome Patientinnen identifiziert werden

konnten, die im spateren Verlauf der Schwangerschaft eine PE entwickelten. 2+ 2°
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Diese Daten konnten in groRRen Fall-Kontroll- sowie in prospektiven  Studien
verifiziert werden. 3 2 3 Dyrch den Test wurde zugleich eine Steigerung der
Pradiktion des uterinen Dopplers beim Zweittrimesterscreening erreicht. 3" 13" 132 Dje
Doppler-Sonografie ist bisher die einzige Methode zur Friherkennung der
Erkrankung, hat jedoch eine ungeniigende Sensitivitat und Spezifitat. "> Nur ca. 30%
der Patientinnen mit pathologischem Doppler der Aa. uterinae entwickeln eine

Praeklampsie. 1> 134

Der sFit-1/PIGF-Quotienten wird aktuell fur den Einsatz als Fruherkennungsmarker
einer PE bereits im ersten Trimester evaluiert. Hier hat sich vor allem die
Arbeitsgruppe um Kypros Nicolaides hervorgetan. Ziel ist das moglichst frihe
Erkennen von Frauen mit einem erhdéhten Risiko und ein geblndeltes Erfassen von
Risikofaktoren far verschiedenste Erkrankungen beim kombinierten
Ersttrimesterscreening. Neben dem von seiner Arbeitsgruppe malfgeblich mit

'3 soll ein Screening auf PE

etablierten Screening auf Chromosomenaberrationen
nach gleichem Muster etabliert werden. Hierfur sind verschiedene Biomarker im
kombinierten Einsatz mit einer ausfihrlichen Anamneseerhebung, der Messung der
uterinen Perfusion im ersten Trimenon und der Messung des maternalen Blutdrucks
vorgeschlagen worden. '% ' |m Gegensatz zu PIGF und PAPP-A hat die
Bestimmung von sFlt-1 in dieser frihen Phase der Schwangerschaft keine pradiktive

Bedeutung. ¥’

Die Nutzlichkeit eines frihen Screenings auf PE ist derzeit
Gegenstand von regen Diskussionen. Im Unterschied zum Screening auf
Chromosomenaberrationen gibt es keinen Bestatigungstest, der ein Screen-positives
Resultat Uberprifen kann. Weiterhin gibt es zum jetzigen Zeitpunkt keine
Interventionsmdglichkeiten, die als Konsequenz eines Screen-positiven Befundes
angewendet werden kdnnen. Weder die Prophylaxe mit Aspirin noch der Einsatz von
niedermolekularem Heparin haben hinreichende Erfolge flr die PE-Pravention
erbracht. Lediglich der Einsatz bei Patientinnen mit einer stattgehabten frithen PE
und dem koinzidenten Vorliegen von Thrombophilien scheint gerechtfertigt. '3 3
Obwohl eine aktuelle Meta-Analyse erfolgversprechende Ergebnisse bezuglich des
frithen Beginns (<16 SSW) einer Aspirin-Therapie auch flir andere
Patientinnengruppen erbracht hat, gilt dennoch das Credo der Cochrane-Analyse
von 2007, in der weitere, groRe prospektiv-randomisierte Studien gefordert werden,
um den tatsachlichen Nutzen einer Aspirin-Pravention abschlie3end beurteilen zu

kénnen. ' Eine aktuelle Studie hat die Hoffnungen auf einen Erfolg der Pravention
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von wiederholter PE mit niedermolekularem Heparin weitestgehend zerstort. °

Somit sind die Mdglichkeiten einer PE-Pravention begrenzt, was die kritische Frage

aufwirft, ob ein Screening im ersten Trimester der Schwangerschaft gerechtfertigt ist.

In der Weiterfuhrung der Multicenterevaluation interessierten wir uns fir die
unmittelbaren Implikationen, die aus einer Bestimmung des sFIt-1/PIGF-Quotienten
im klinischen Alltag resultieren kénnten. Wir Uberpriften die Hypothese, dass die
Hohe des Quotienten mit dem Verlauf der Erkrankung korreliert. Hinweise hierfur
fanden sich bereits in anderen Publikationen, in denen besonders schwere Formen
der PE, insbesondere mit koinzidentem HELLP, mit hdheren Werten des sFit-1/PIGF-

25 83 M1 Wir konnten einen signifikanten

Quotienten vergesellschaftet waren.
Zusammenhang zwischen der Hohe des sFlt-1/PIGF-Quotienten bei Patientinnen mit
manifester PE und der Notwendigkeit einer indizierten Entbindung aufgrund
drohender PE-bedingter Komplikationen feststellen. Patientinnen mit einem sFlt-
1/PIGF-Quotienten oberhalb des dritten Quartils hatten eine signifikant reduzierte
verbleibende Schwangerschaftsdauer. Wenn bei einer PE-Patientin <34 SSW Werte
des sFlt-1/PIGF-Quotienten von 2655.2 gemessen wurden (3. Quartil), hatte diese
ein 2.69-fach erhodhtes Risiko (Hazard ratio) fur eine zeitnahe, PE-bedingte
Entbindung. Diese Ergebnisse wurden in einer aktuellen Studie aus der
Arbeitsgruppe um Ananth Karumanchi bestatigt und erweitert. Rana et al. zeigten,
dass die Messung des sFIt-1/PIGF-Quotienten bei Frauen mit klinischem Verdacht
fur PE eine Pradiktion des Auftretens von mutterlichen oder kindlichen PE-bedingten
Komplikationen leisten konnte und zwar unabhangig vom Vorliegen einer PE-
Diagnose zum Zeitpunkt der Messung. ® Die Autoren wiesen nach, dass Frauen mit
unspezifischen Symptomen fur PE (erhdhter Blutdruck aber keine Proteinurie,
Kopfschmerzen, Oberbauchschmerzen und Ubelkeit aber kein laborchemischer
Anhalt fur ein HELLP-Syndrom etc.), bei denen ein sFIt-1/PIGF-Quotient von =85
gemessen wurde, innerhalb von zwei Wochen eine PE-assoziierte miutterliche
(HELLP-Syndrom, schwere PE mit Lungenddem oder disseminierter intravaskularer
Gerinnung, vorzeitige Plazentaldsung) oder kindliche Komplikation (fetaler oder
neonataler Tod) entwickelten. In der ROC-Analyse fanden die Autoren, dass die AUC
des sFIt-1/PIGF-Quotienten fur die Vorhersage einer PE-assoziierten Komplikation
innerhalb von zwei Wochen in der Gruppe <34 SSW 0.89 betrug. Alle anderen
klinischen Parameter hatten eine geringere Vorhersagegenauigkeit. Die AUC fur den
systolischen Blutdruck betrug 0.76, die fur ALT 0.62. Kombinierte man die
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Parameter, ergaben sich die besten Werte: Die AUC flur das Auftreten PE-
assoziierter Komplikationen betrug 0.84 fir die Messung von Blutdruck plus
Proteinurie. Bezog man die Messung des sFit-1/PIGF-Quotienten mit ein, konnte eine
AUC von 0.93 erreicht werden.

Rana et al. konnten auch unsere Ergebnisse bezlglich der Vorhersage einer
zeitnahen Entbindung mit Hilfe des sFlt-1/PIGF-Quotienten bestatigen und erweitern.
Wir fanden eine Hazard ratio von 2.69 fir eine bevorstehende Entbindung bei PE-
Patientinnen mit sFIt-1/PIGF-Werten oberhalb des 3. Quartils. Rana et al fanden eine
Hazard ratio von 9.4 fir eine Entbindung innerhalb von zwei Wochen, wenn bei
Patientinnen mit klinischem Verdacht fur PE ein sFIt-1/PIGF-Quotient von =85

gemessen wurde. *

3.3. Ausblick

Die Praeklampsie ist eine Erkrankung der Plazenta. Die Prasenz eines Feten ist nicht
zwingend erforderlich, aber die einer Plazenta, wie Berichte vom Auftreten von PE
bei molaren Schwangerschaften verdeutlichen. '** Die Messung von sowohl
Blutdruck als auch Proteinurie erfasst lediglich die ,Endstrecke®, die Folgen eines
komplexen Krankheitsprozesses, der in der Frihschwangerschaft beginnt. Es ist
bekannt, dass der ,Goldstandard“ der PE-Diagnostik, die Messung von Blutdruck und
Proteinurie, einen mangelhaften Vorhersagewert fir das Auftreten PE-bedingter

42, 143 Dje bisherigen

maternaler oder fetaler Morbiditat und Mortalitat hat.
diagnostischen Kriterien sind insbesondere dann unbefriedigend, wenn es um die
Erfassung atypischer Formen der PE geht. ® Eine Patientin mit vorbestehendem
nephrotischen Syndrom kann durch die PE-definierenden Kriterien nicht erfasst
werden, da bereits durch die Grunderkrankung eine Proteinurie und Hypertonie

vorliegen.

Der sFIt-1/PIGF-Quotient hat das Potential, den Goldstandard zu ergéanzen und zu
erweitern. Wir zeigten, dass mit Hilfe des Quotienten diejenigen Patientinnen erfasst
werden konnten, die aufgrund PE-assoziierter Indikationen zeithah entbunden
werden mussten. Prospektive Studien mussen die Rolle des sFlt-1/PIGF-Quotienten

als prognostischen Marker des Krankheitsverlaufs bestatigen. Gelingt dies, wird
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durch Einbeziehen des sFIt-1/PIGF-Quotienten in die Beurteilung des klinischen
Verlaufs eine genauere, individualisierte Behandlung der betroffenen Patientin
ermdglicht. Das kann helfen, eine Senkung der PE-bedingten maternalen und fetalen

Morbiditat und Mortalitat zu erreichen.

Das Konzept der gestdrten angiogenen Balance von sFlt-1 und PIGF hat neben der
Nutzlichkeit fur die Diagnostik potentiell auch Bedeutung flr die Therapie der
Erkrankung: Kuirzlich wurde eine Pilotstudie zur Therapie der PE publiziert, die auf
den Erkenntnissen ber die plazentare sFlt-1-Uberexpression bei PE aufbaut . *° Die
in der Studie beschriebene selektive Entfernung von sFlt-1 aus dem Serum von
Frauen mit PE mittels Plasmapherese verlangerte die Schwangerschaft der

Patientinnen. Diese Ergebnisse bedurfen nun der Verifikation in gro3en Studien.

Eine Aufgabe flr die Zukunft ist es, die Rolle des sFIt-1/PIGF-Quotienten als
Vorhersageparameter bei Schwangeren, die ein hohes Risiko fur PE haben, weiter
zu untersuchen. Es muss ermittelt werden, wie oft und in welchen Abstanden die
Marker zu bestimmen sind, um eine sichere Vorhersage flr das spatere Auftreten der
Erkrankung treffen zu kdnnen. Bisher existiert nur ein Trennwert fur den sFlt-1/PIGF-
Quotienten, der gleichermalRen fur frGhe und spate PE angewendet wird. Dies
widerspricht den physiologischen Gegebenheiten der Schwangerschaft. Die
zirkulierenden Serumkonzentrationen der Faktoren unterliegen auch in der gesunden
Schwangerschaft einer Dynamik. Es sollten daher gestationsalterspezifische
Normbereichsgrenzen fir den Einsatz des sFlt-1/PIGF-Quotienten als pradiktiven
Test gefunden werden. Erst wenn es auf diese Weise gelingt, einen ausreichend
hohen positiven und negativen pradiktiven Wert flur die Parameter zu etablieren,
konnen klinische Entscheidungen gefallt werden, die auf der Interpretation der
Ergebnisse des Quotienten beruhen. Klinische Algorithmen, die den Faktoren eine
genaue Rolle im diagnostischen Prozess der PE zuweisen, kdnnten in der Folge
dementsprechend modifiziert werden. Gelingt dies, ist es denkbar, dass die Definition
der PE einer kritischen Uberpriifung unterzogen wird. Die Aufnahme des sFIt-1/PIGF-
Quotienten in eine zukunftige, revidierte Definition der PE wirde die zentrale Rolle
der Plazenta(dys)funktion als Schrittmacher der Erkrankung berucksichtigen.
Erstmals wirde dann bereits in der Definition nicht nur der Endstrecke der
Pathogenese (Bluthochdruck, Proteinurie) Rechnung getragen, sondern zugleich ihr
Ursprung (Plazentadysfunktion, veranderte Expression von sFlt-1 und PIGF) mit

erfasst werden.
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4. Zusammenfassung

Praeklampsie (PE), eine Multisystemerkrankung in der Schwangerschaft, ist eine der
Hauptursachen flir maternale und fetale Morbiditat und Mortalitat. Die
Pathophysiologie ist nicht endgultig geklart, eine kausale Therapie existiert nicht. Da
das klinische Erscheinungsbild vielgestaltig ist, stellt die eindeutige Diagnosestellung
und Vorhersage insbesondere der durch die Krankheit verursachten mutterlichen und
kindlichen Komplikationen eine anspruchsvolle Aufgabe flr den klinisch tatigen Arzt
dar. In der vorliegenden Habilitationsschrift wurden grundlagenwissenschaftliche
Arbeiten zur Pathophysiologie sowie klinische Arbeiten zur Diagnostik und

Prognosestellung der Praeklampsie durchgefihrt.

Der erste, basiswissenschaftliche Teil der Arbeit hatte das Ziel, Meilensteine der
Erkrankung in einem transgenen Tiermodell fir Praeklampsie nachzuweisen sowie
durch Intervention zu verandern. Hierfir untersuchten wir ein Rattenmodell, das
durch Einbringen des humanen Angiotensinogen- und Renin-Gens in der
Schwangerschaft einen praeklamptischen Phanotyp zeigt. Wir fanden heraus, dass
die praeklamptischen Ratten eine generalisierte endotheliale Dysfunktion
entwickelten. Als Ursache hierfur konnte das auch bei der humanen PE bestehende
Ungleichgewicht von Prostacyclin und Thromboxan identifiziert werden. Durch
Etablieren der Technik des transabdominalen Doppler-/Ultraschalls im Rattenmodell
fanden wir eine intrauterine Wachstumsretardierung sowie eine veranderte uterine
Perfusion in den erkrankten Tieren. In einer Interventionsstudie hemmten wir gezielt
die Trophoblasteninvasion. Wir erreichten eine Reduktion des Trophoblasten-
assoziierten Spiralarterienumbaus um 60% im Vergleich zu der mit Plazebo
behandelten Gruppe. Die Plazentaperfusion nahm in den behandelten Tieren um
25% ab. Durch den Nachweis eines ursachlichen Zusammenhangs zwischen
Trophoblasteninvasion und Plazentaperfusion im Tiermodell konnten wir die Utilitat

unseres Modells fur die weitere Erforschung der Pathophysiologie der PE etablieren.

Im zweiten, klinischen Teil der Arbeit erforschten wir die Bedeutung der Messung
zirkulierender Faktoren fur die Diagnostik und Prognose der Praeklampsie. In einer
klinischen Fall-Kontroll-Studie Uberpruften wir die Hypothese, dass eine Verknupfung
zwischen dem Auftreten von AT1-AA und sFIt-1 bei Patientinnen mit PE besteht und

untersuchten den Zusammenhang zwischen einer stattgehabten Parvovirus B19-
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Infektion und dem Nachweis von AT1-AA. Es konnte keine signifikante Korrelation
zwischen dem Auftreten der AT1-AA und sFlt-1 gefunden werden. Eine stattgehabte
Parvovirus B19-Infektion vor langer als sechs bis neun Monaten war signifikant mit
einem AT1-AA-Nachweis assoziiert. In einer europaischen Multicenterstudie zeigten
wir, dass die automatisierte Messung des sFIt-1/PIGF-Quotienten eine Sensitivitat
von 89% und eine Spezifitat von 97% fur die Diagnose der frGhen PE aufweist. Wir
ermittelten, dass mit Hilfe des Tests eine PE von anderen hypertensiven
Schwangerschaftserkrankungen wie Gestations- oder chronischer Hypertonie zu
unterscheiden ist. Wir fanden eine signifikante Korrelation zwischen der Hohe des
sFIt-1/PIGF-Quotienten und der Notwendigkeit einer PE-bedingten vorzeitigen

Schwangerschaftsbeendigung.

In der vorliegenden Arbeit konnten wir erstmals die unmittelbare klinisch-praktische
Bedeutung der veranderten Balance aus angiogenen und anti-angiogenen Faktoren
bei PE belegen. Die automatisierte Messung des sFlt-1/PIGF-Quotienten erlaubt eine
individualisierte Risikoevaluation einer Patientin mit PE. Die drohende Notwendigkeit
einer PE-bedingten Entbindung kann frihzeitig erfasst und das klinische Vorgehen
entsprechend angepasst werden. Neben einer FortfUhrung der Erforschung der
zugrunde liegenden Ursachen der PE am Tiermodell missen weitere prospektive
Studien folgen, um den geeigneten Platz des sFIt-1/PIGF-Quotienten im

diagnostischen Algorithmus der PE zu finden.
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