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2 Einleitung

2.1 Praeklampsie

Praeklampsie ist eine schwangerschaftsspezifische hypertensive Erkrankung, die sich
in ihrer klinischen Auspragung auBerst vielgestaltig zeigt. Das multifaktorielle Syndrom
ist eine der Hauptursachen maternaler und perinataler Mortalitdt und Morbiditat
weltweit. Sie stellt besonders in den Entwicklungslandern, in denen der Zugang zu
ausreichender medizinischer Versorgung limitiert ist, ein gravierendes Problem im
geburtshilflichen und neonatalen Management dar. Die Entbindung steht als einziges
kausales Therapiemittel zur Verfligung und bringt abhéngig von der Schwangerschafts-
woche (SSW) zahlreiche fetale Komplikationen mit sich. Frauen mit stattgehabter
Praeklampsie haben lebenslang ein erhéhtes Risiko, kardiovaskulare Erkrankungen zu
erleiden (Yinon Y 2010).

2.1.1 Definition

Aufgrund der Heterogenitat der Stérung sind einheitliche und die Krankheit in ihrer
Komplexitat erfassende Kriterien schwierig zu stellen und kdnnen landerabhangig
variieren (Harlow FH 2001). Zeitlich wird die Praeklampsie in eine friih (< 34. SSW) und
spat auftretende (>34. SSW) Form eingeteilt. Klinisch unterscheidet man einen milden
Verlauf von der schweren Variante, die mit Blutdruckwerten ab 170/100 mmHg und
einer Proteinurie von >5g pro Tag einhergeht. Im Jahr 2000 legten internationale
Arbeitsgruppen zum Thema gewisse Diagnosestandards fest (NHBPEP 2000).
Demnach wird das Neuauftreten von Bluthochdruck mit Werten = 140/90mmHg nach
der 20. SSW sowie einer Proteinurie von = 300mg Protein im 24h-Urin als Praeklampsie
definiert. Komplikationen kénnen neurologische Symptome wie Kopfschmerzen, Augen-
flimmern, Hyperreflexie bis hin zu Krampfanfallen (Eklampsie) sein. Das plétzliche Auf-
treten von Odemen, besonders an Handen und im Gesicht kann ein Hinweis auf die
Erkrankung sein. Ebenso kénnen akutes Nierenversagen, vorzeitige Plazental6sung,
Lungenédem, Blutbildveranderungen (disseminierte intravaskulare Koagulation) und
Leberschadigungen (erhdhte Transaminasen) das klinische Bild bestimmen. Die

Symptome Hamolyse (Hemolyse), erhdhte Transaminasen (elevated Liver enzymes)
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mit dem Risiko der akuten Leberverletzung und Thrombozytopenie (low platelets)
gehdren in ihrer Kombination zu einer der schweren Komplikationen der Praeklampsie,
zum sogenannten HELLP-Syndrom (Brown MA 2001). Die klinischen Auswirkungen auf
den Feten kénnen durch Wachstumsrestriktion, reduzierte Fruchtwassermenge und
abnormale Oxygenierung sowie Frihgeburtlichkeit (spontan und iatrogen) (Zhang J
2007) erheblich sein und stellen ein erhdhtes Sterblichkeitsrisiko dar (Duley 2009). Von
der Praeklampsie zu unterscheiden sind der Gestationshypertonus mit Neuauftreten
von Bluthochdruck nach der 20. SSW, aber ohne Proteinurie sowie die chronische
Hypertonie, die einen bereits vor der 20. SSW bestehenden Bluthochdruck beschreibt.
Die Therapie besteht neben der engmaschigen Uberwachung und rechtzeitigen
Uberweisung in ein Perinatalzentrum im Monitoring der Patientin (Vitalfunktionen,
Proteinausscheidung, FlUssigkeitsbilanz, Laborparameter), Lungenreifeinduktion,
Krampf-prophylaxe und einer symptomatischen antihypertensiven Therapie ab
Blutdruckwerten von 170/100 mmHg (NHBPEP 2000).

2.1.2 Epidemiologie und Risikofaktoren

Die Inzidenz wird mit 3-8 % weltweit angegeben, in Deutschland lag sie 2006 bei 2,6%.
(Hogberg 2005; Schneider 2011). Von jahrlich ca. 500 000 perinatalen Todesfallen
entfallen laut WHO > 60 000 auf Praeklampsie. In Entwicklungslandern, die von 99%
der perinatalen Todesfélle betroffen sind, liegt die Mortalitdtsrate bei Praeklampsie
dreifach héher als in den Industrienationen. Praeklampsie gilt als eine der Haupt-
ursachen fir Frihgeburtlichkeit. 12 % der IUGR-Falle sind Folgeerscheinungen von
Praeklampsie. Die meisten Erkrankungen treten bei gesunden Erstgebarenden auf, bei
denen die Inzidenz bis 7,5 % ansteigen kann (Hogberg 2005; WHO 2005). In dieser
Patientengruppe sind die Verlaufe insgesamt eher mild und treten meist (75% der Falle)
in Terminn&he oder unter der Geburt auf (Hauth JC 2000). Deutlich haufiger und oft im
Verlauf schwerer kann die Erkrankung Frauen mit chronischem Bluthochdruck,
vorbestehendem Diabetes mellitus, Ubergewicht sowie Praeklampsie in der vorherigen
Schwangerschaft oder chronischen Nierenerkrankungen treffen. In dieser Gruppe steigt
die Inzidenz auf bis zu 20% (Hnat MD 2002; Duckitt K 2005).
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2.1.3 Pathogenese

So heterogen das Erscheinungsbild der Erkrankung ist, so vielfaltig sind die Theorien zu
ihrer Entstehung. Eine allumfassende Erklarung der pathophysiologischen Vorgange,
die die zahlreichen Risikofaktoren einbezieht und erklaren kdnnte, existiert bislang
nicht. Jedoch werden angiogene, immunologische (AT1-Autoantikbrper, veranderte
Signalwirkung von nattrlichen Killerzellen), genetische, metabolische (Shenoy V 2010),
entziindliche Faktoren (Redman CW 1999) sowie oxidativer Stress und/oder Umwelt-
einflisse berlcksichtigt. Allgemein anerkannt ist das Zwei-Stufen-Modell zur Entstehung
der Préaeklampsie (Lam C 2005 ). Darin flhrt im ersten Schritt eine Fehlentwicklung des
GefaBsystems der Plazenta zu Minderdurchblutung und Hypoxie, was in der Folge die
Freigabe von verschiedenen Stoffen, wie z.B. antiangiogenen Faktoren in die
mutterliche Blutbahn hervorruft. Diese unter Umsténden relativ hohen Konzentrationen
von Faktoren verursachen konsekutiv eine generalisierte Endothelzellschadigung im
mutterlichen Organismus und fihren zu den typischen Symptomen der Praeklampsie.
Welche Umstande die Fehlentwicklung der Plazenta im Einzelnen beeinflussen, kann
nicht abschlieBend beantwortet werden.

2.1.4 Plazenta

Da Praeklampsie nur in Gegenwart einer Plazenta, so auch bei hydatiformen Molen-
erkrankungen (ohne Fetus) auftritt, wird die Vermutung ihrer zentralen Beteiligung an
der Krankheitsentstehung untermauert. Im Falle einer Extrauteringraviditdt sowie
Eklampsien postpartum sistierten die Beschwerden erst nach Entfernung aller Plazenta-
reste (Matsuo K 2007). Plazentare Hypoperfusion, Ischamie, akute Atherose, vaskulare
Obstruktionen, Fibrinablagerungen, Endothelschadigungen sowie Plazentainfarkte als
pathologische Hinweise fir eine Plazentabeteiligung konnten bei Patientinnen mit

schweren Formen der Praeklampsie festgestellt werden (Salafia CM 1998).

Die fur den Embryo essentielle Entwicklung der Plazenta geht von spezialisierten
fetalen Epithelzellen, den sogenannten Trophoblasten, aus (Genbacev O 1996; Zhou Y
1997 ; Zhang J 2007) und beginnt zwischen Tag zwélf und 18 post conceptionem
(Castellucci M 2000). Von der 6. bis zur 18. SSW (Red-Horse K 2004) findet der Umbau
der Spiralarterien durch extravillése Zytotrophoblasten statt. Von den intervillésen

Raumen ausgehend infiltrieren die Endarterien besonders im 2. und 3. Trimenon das
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Deziduastroma und das erste Drittel des Myometriums  bis  zur
Tunica media (Zhou Y 1997 ) (interstitielle Invasion). Endovaskulare Zytotrophoblasten
wandern in das Lumen der miutterlichen Spiralarterien ein (endovaskulare Invasion)
(Genbacev O 1996). Progressives Einwachsen der fetalen Zellen in die mitterlichen
Endarterien der uterinen Blutversorgung (Spiralarterien) lasst diese zu groBkalibrigen,
widerstandsarmen GefaBen werden. Das Ersetzen der Epithel- in Endothelzellen in den
Spiralarterien wird auch als Pseudovaskulogenese oder vaskulares Mimikry bezeichnet
und geht mit einem fir die jeweiligen Gewebearten typischen Veranderung der moleku-
laren Expression von Integrinen und Adhasionsmolekilen einher (Zhou Y 2003).

2.2 GefaBbildung

Trophoblasten sind avaskulares Gewebe. Um die Zellen in den materno-fetalen Kreis-
lauf funktionell einzubinden, laufen zwei wichtige Prozesse ab; Vaskulogenese und
Angiogenese (Wulff C 2003 ). Als Vaskulogenese wird die de-novo Formation von
GefaBen aus pluripotenten Vorlauferzellen mesenchymalen Gewebes der Zotten
bezeichnet (Demir R 2004). Wahrend der Angiogenese entstehen aus bereits
vorhandenen GefaBen neue Strukturen (Demir R 2006 ).

2.2.1 VEGF

Zu den Hauptwachstumsfaktoren dieser Prozesse gehéren die vaskularen endo-
thelialen Wachstumsfaktoren (VEGF) (Ferrara 2009) und ihre Rezeptoren (Demir R
2006). VEGF konnte in Zytotrophoblasten und Hofbauer-Zellen nachgewiesen werden.
Es wirkt hauptsachlich Gber zwei Rezeptoren, VEGFR-1 und VEGFR-2, die auch als
fms-like tyrosine kinase-1 (Flt-1) und kinase domain region (FIk/KDR) bezeichnet
werden (Ferrara 2005). Diese wurden in vaskuldren und angiogenen Vorlauferzellen
erkannt und deuten auf eine parakrine und autokrine Art und Weise der Regulierung hin
(Demir R 2004). VEGF ist flr seine angiogenen, vasodilatatorischen und mitogenen
Eigenschaften bekannt. Es stabilisiert Endothelzellen in gereiften BlutgefaBen und hat
besonderen Stellenwert fir Leber, Niere und Gehirn (Clark DE 1998). Seine Bedeutung
liegt auch in der Reparatur von glomerularen Kapillaren (Masuda Y 2001) und scheint
die fenestrierten Endothelien (Glomerulus, Choroidaler Plexus, Lebersinusoide) zu
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erhalten (Esser S 1998). Die Vasodilatation wird Uber die vermehrte Produktion von
Stickstoffmonoxid und Prostazyklin, beides Signalmolekile, die bei Patientinnen mit

Praeklampsie erniedrigt sind, gesteuert (He H 1999).

2.2.2 Placental growth factor

PIGF ist ein angiogener Faktor, der zur Familie der VEGF gehdrt und Strukturhomologie
mit dem VEGF-A zeigt. PIGF wird in der Plazenta sowie in Endothelzellen gebildet und
bindet speziell den VEGFR-1 (Smith GC 2009). PIGF stimuliert wahrscheinlich die
Angiogenese unter Ischamie-, Entziindungs- und Wundheilungsbedingungen (Carmeliet
P 2001) und kénnte die Entstehung der Arteriosklerose beeinflussen (Luttun A 2002).
Um in Ratten Symptome der Préaeklampsie zu erzeugen, war das Inhibieren sowohl von
VEGF als auch von PIGF nétig (Maynard SE 2003).

2.3 sFit-1

SFlt-1 oder VEGFRT1 ist die l6sliche, durch alternatives Splicing entstandende Variante
des Flt-Rezeptors. Der von Synzythiotrophoblasten der Plazenta (Zhou Y 2003) und in
Monozyten (Thadhani R 2004) gebildete Faktor unterscheidet sich in seinem Aufbau
durch die fehlende transmembranale ligandenbindende Domé&ne sowie zyto-
plasmatische Anteile vom FLT-Rezeptor (He Y 1999). SFit-1 bindet mit hoher Affinitat
VEGF und PIGF und agiert somit als potenter Antagonist zu diesen Faktoren (Maynard
SE 2003). Erste Hinweise auf den Zusammenhang von sFlt-1 und Praeklampsie ergab
eine Studie mit Messungen erhéhter Konzentrationen von sFlt-1 in der Amnion-
flissigkeit von praeklamptischen Frauen (Vuorela P 2000). In vitro 16st sFlt-1 Vaso-
konstriktion und endotheliale Stérungen hervor. Exogener Transfer mittels adenoviralen
Vektors des sFlt-1 Gens in trachtige Ratten resultierte, dem Phanotyp der Praeklampsie
bei Menschen entsprechend, in Bluthochdruck, Proteinurie und glomerulérer Endotheli-
ose. Mittels Gabe von exogenem VEGF und PIGF konnte der antiangiogene Zustand
aufgehoben werden (Maynard SE 2003). Bei Untersuchungen mit genetisch
veranderten Mausen, die nur 50% der sonst Ublichen lokalen VEGF-Menge in
Podozyten bei ansonsten normalem Spiegel produzierten, wurden glomerluare
Endotheliose und Proteinurie beobachtet (Eremina V 2003). In nicht-trachtigen Mausen

verursachten Antikoérper gegen VEGF glomerulare Endothelschaden mit Proteinurie
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(Sugimoto H 2003). Krebspatienten, die im Rahmen ihrer Therapie VEGF-Antagonisten
einnahmen, entwickelten Bluthochdruck und Proteinurie (Yang JC 2003). Die Genloci
von sFlt-1 und FIt liegen auf Chromosom 13, was bei Feten mit einem zusatzlichen
Chromosom 13 (Trisomie 13) eine verstarkte Bildung von sFIt-1 und die damit
verbundene erhdhte Inzidenz von Praeklampsie bei Trisomie 13 Fallen erklaren kénnte
(Bdolah Y 2006). Im Falle von Mehrlingsschwangerschaften, die ein zwei- bis dreifach
erhdhtes Risiko fur das Auftreten der Praeklampsie darstellen, wurden zweifach héhere
Mengen des antiangiogenen Faktors im Vergleich zu Einlingsschwangerschaften
gemessen. Dies wird mit der gréBeren Plazentamasse in Verbindung gebracht (Bdolah
Y 2008). Ein méglicher Mechanismus der Blutdruckerh6hung mittels sFlt-1 kdnnte die
Erhdhung von Endothelin-1 sein. Durch Gabe eines Endothelin-Rezeptorblockers
konnte die sFlt-1 induzierte Hypertonie gesenkt werden (Murphy SR 2010). Eine
Isoform des sFlt-1, sFlt1-14, wurde in Syncythio-Knoten der Plazenta identifiziert, die
hauptsachlich in praeklamptischen Plazenten vorkommt und als eine der dominantesten
VEGF-Inhibitoren gilt (Sela S 2008).

2.3.1 sFIt-1 und Praeklampsie

Im Blut von Praeklampsiepatientinnen wurden deutlich erhdéhte Mengen des
antiangiogenen Faktors gemessen (Maynard SE 2003; Saftlas AF 2003), freies VEGF
und freier PIGF dagegen waren erniedrigt. Die Schwere der Erkrankung, Erkrankungs-
beginn vor der 37. SSW und das Auftreten wachstumsretardierter Kinder korrelieren mit
den sFlt-1- Konzentrationen. Die Serumkonzentrationen hdangen vom Gestationsalter
ab, steigen physiologisch nach 35 SSW an und sinken postpartum deutlich ab (Saftlas
AF 2003; Chaiworapongsa T 2004). Vor der 20. SSW ergaben sich keine Unterschiede
in den Serumkonzentrationen von normotensiven und Patentinnen mit Praeklampsie
(Thadhani R 2004). Jedoch stiegen die sFlt-1-Serumkonzentrationen bereits bis zu flnf
Wochen vor Auftreten der klinischen Manifestation einer Praeklampsie an (Saftlas AF
2003; Levine RJ 2006). Ebenso konnten erhéhte Konzentrationen bei
Schwangerschaften mit IUGR und uteriner Perfusionsstérung mit konsekutiver
Schwangerschaftspathologie nachgewiesen werden (Stepan H 2007). Ausgehend
davon wurde in verschiedenen Studien die klinische Relevanz von sFlt-1 als
diagnostischer sowie pradiktiver Faktor untersucht (Salahuddin S 2007; De Vivo A
2008). Es konnte gezeigt werden, dass der Faktor Bedeutung in der
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Differenzialdiagnostik verschiedener hypertensiver Erkrankungen in der Schwanger-
schaft hat (Shan HY 2008). Mit einer Sensitivitat von 84% und einer Spezifitat von 95%
gelang es, zwischen chronischem Bluthochdruck und Praeklampsie in der Schwanger-
schaft zu unterscheiden (Salahuddin S 2007). Bisherige klinische Studien zur Pradiktion
konnten gute Ergebnisse bezlglich der mdglichen Vorhersagekraft des Faktors
erzielen, wobei der sFlt-1/PIGF-Quotient einen hdheren pradiktiven Wert zu haben
scheint (Moore Simas TA 2007; De Vivo A 2008). In einer anderen Arbeit wird das
Ansteigen von sowohl sEng als auch des sFIt1/PIGF-Quotienten mit einem hohen
Risiko (Odds Ratio > 30), an einer frihen Form der Praeklampsie zu erkranken, in
Verbindung gebracht (Levine RJ 2006). Seit 2009 steht ein automatisiertert Test fur
sFlt-1 und PIGF zur Verfiigung. Anhand der Daten aus einer Multicenterstudie konnten
Frauen mit Praeklampsie von gesunden Schwangeren eindeutig unterschieden werden.
Mittels des sFlt-1/PIGF -Quotienten wurde in der Gruppe der friihen Praeklampsieform
eine AUC von 0.95% erreicht (Verlohren S 2010 ). Der pradiktive Wert der angiogenen
Faktoren kdénnte mit zusatzlichen Methoden wie der Doppleruntersuchung kombiniert
und somit verbessert werden (Stepan H 2007). Die Beseitigung des angiogenen
Ungleichgewichts bietet therapeutische Optionen. Durch Behandlung mit einer Variante
des VEGF-A (VEGF-A121) konnte im Rattenmodell eine Rickgang der durch hohe
sFlt-1-Titer verursachten praeklampsietypischen Symptome erreicht werden (Li Z 2007).
Mittels Anwendung von Plasmapherese gelang es, die sFlt-1 Serumkonzentrationen zu
senken. Nach viermaliger Plasmapherese konnte bei niedrigeren sFlt-1-Werten eine
Stabilisierung des Blutdrucks, Rickgang der Proteinurie sowie eine Verlangerung der
Schwangerschaftsdauer um bis zu 23 Tage erreicht werden (Thadhani 2011).

2.4 AT1-Autoantikérper

Fu et al entdeckte erstmals bei Patienten mit maligner Hypertonie Autoantikérper, die
Uber G-gekoppelte Rezeptoren an Angiotensin |l AT1-Rezeptoren binden und eine
agonistische Wirkung entfalten (Fu ML 2000). Bei einer 36jahrigen Patientin mit
maligner Hypertonie, die in ihrer einzigen Schwangerschaft mit 19 Jahren an Pra-
eklampsie erkrankt war, konnte man AT1-Autoantikbrper im Serum nachweisen
(Dechend R 2006). 1999 identifizierten Wallukat und Mitarbeiter erstmalig
AT1-Autoantikérper mit stimulatorischem Effekt im Blut von Praeklampsiepatientinnen.

Der Serumnachweis gelang mit einem Bioassay, bei dem die AT1-Autoantikérper die
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Schlagzahl der Kardiomyozyten von neonatalen Ratten erhdhten. Postpartal wurde im
Bioassay nur noch die Halfte der Schlagzahlerhbhung gemessen Das Epitop der
zweiten extrazellularen Schleife des humanen AT1-Rezeptors (AFHYESQ) stellt die
Bindungsstelle fir AT1-Autoantikérper dar. Die gleiche Sequenz sowie der
AT1-Rezeptorblocker Losartan sind in der Lage, durch AT1-Autoantikérper verursachte
Effekte in-vivo und in-vitro zu hemmen. Durch Co-Lokalisation von Patienten-IgG und
AT1-Autoantikérpern konnten die Antikérper eindeutig der IgG-Immunglobulinklasse
zugeordnet werden. Die Spezifitat des AT1-Autoantikérpers zum AT1-Rezeptor wurde
mittels Co-Immunoprezipation in glatten GefadBmuskelzellen (VSMC) nachgewiesen
(Wallukat G 1999). Die AT1-Autoantikbrper wirken Uber die Protein-C-Kinase-
Signalkaskade, da Calphostin C, ein Protein-C-Kinase-Blocker den stimulatorischen
Effekt aufhebt. AT1-Autoantikérper von praeklamptischen Patienten kénnen die
Expression des sogenannten Tissue Factor (TF) steigern (Dechend R 2000). Der
Gewebefaktor ist ein Transmembranprotein, dass durch die enzymatische Komplex-
bildung mit Faktor VII/Vlla den extrinsischen Weg der Gerinnungskaskade bildet
(Osterud 1997). Die prokoagulatorische Eigenschaft des Gewebefaktors kénnte
besonders in der Plazenta fir lokale Gerinnungsstdérungen mit konsekutiver Ischamie
verantwortlich sein. Es wird diskutiert, dass auch die Zytotrophoblastendifferenzierung
und damit ein entscheidender Schritt in der Pathogenese der Praeklampsie durch die
Aktivierung des TF beeinflusst werden kénnte (Schjetlein R 1999). AT1-Autoantikdrper
sind an der Bildung des TF durch die Induktion intrazelluldrerer Sauerstoffradikale mit
Aktivierung redoxsensitiver Signalkaskaden beteiligt (Dechend R 2003). Durch die
Aktivierung von AT-1-Rezeptoren auf Trophoblasten durch AT1-Autoantikérper wird Uber
den Calcineurin-Nuclear Factor von Nuclear factor of activated T-Cells (NF-AT) eine
gesteigerte Prothrombinaktivatorinhibitor-1 (PAI-1) Produktion erreicht. Dies flhrt neben
einer gestérten Fibrinolyse sowie geringerer extrazellularer Matrixverdauung zu
niedrigerer Trophoblasteninvasionstiefe (Xia Y 2002). In humanen Mesangialzellen der
Niere erhdhten AT1-Autoantikdrper die Bildung von Interleukin-6 (IL-6) und PAI-1, die
maBgeblich an pathologischen Veranderungen der Niere beteiligt sind (Bobst SM 2005).
Praeklampsie ist durch Stérungen des Ca?+-Stoffwechsels gekennzeichnet.
Verschiedene Zellarten wie Thrombozyten, Erythrozyten und Lymphozyten im Blut von
praeklamptischen Patientinnen zeigen erhdhte intrazellulare Ca2+-Konzentrationen im
Vergleich zu Gesunden (Haller H 1989). Eine Stimulation der intrazellularen

Ca?+-Mobilisation Uber die Aktivierung des NF-AT durch AT1-Autoantikdrper im Blut von
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Patientinnen mit Praeklampsie wird beschrieben (Thway TM 2004). Inflammatorische
Zytokine wie TNF-a sind im Serum von praeklamptischen Patientinnen erhoht
nachweisbar und kénnten ein Verkniipfungsmechanismus von plazentarer Ischamie und
endothelialer Dysfunktion sein (Muzammil S 2005). Das Vorkommen von
AT1-Autoantikérpern sowohl bei Praeklampsie als auch maligner Hypertonie kann ein
Hinweis auf das langfristige erhéhte Risiko flur kardiovaskulare Erkrankungen im

Zusammenhang mit den Autoantikérpern sein (Fu ML 2000).

2.4.1 Angiotensinrezeptoren

Es existieren zwei Angiotensinrezeptoren, AT1 und AT2. Diese gehéren zur Familie der
G-Protein-gekoppelten Rezeptoren. Die beiden Rezeptoren zeigen in 34% Sequenz-
identitat und erreichen ahnliche Affinitatswerte fiir Angll (Chung O 1998). Der Hauptteil
der Ang lI-Effekte wird Uber die Aktivierung des AT1-Rezeptors vermittelt. Dieser
besteht aus 359 Aminosauren und kommt vor allem auf glatten GefaBmuskelzellen
sowie in den Nebennieren vor. Der AT1-Rezeptor ist an ein G-Protein gekoppelt,
welches Uber die Aktivierung von Phospholipase C intrazellular Calcium erhdht. Seine
Aktivierung fuhrt zu Vasokonstriktion, Sympathikusaktivierung sowie Aldosteronfreigabe.
Der AT2-Rezeptor kommt vor allem in der fetalen Niere vor. Die Stimulation von AT2
fihrt zu vermindertem Zellwachstum, erhdhter Apoptose sowie Vasodilatation. Seine
biologische Wirkung hat auch EinfluB auf fetales Gewebewachstum (Stegbauer J 2010).
Uber die hohe Anzahl von AT1-Rezeptoren auf Trophoblasten reguliert Ang I
Genexpressionen, die EinfluB auf die Trophoblastinvasion (PAI-1) und Angiogenese
(sFlt-1) (Dechend R 2003) haben sollen.

2.5 AT1-Autoantikérper und sFlt-1

Ein mdglicher Zusammenhang bei der Entstehung und dem Wirkmechanismus von
AT1-Autoantikérpern und sFlt-1 zeigen Untersuchungen von Zhou et al. (Zhou CC
2008). Im Mausmodell wurde IgG von praeklamptischen und normotensiven
Patientinnen in trachtige und nicht-trachtige Mause injiziert. Finf Tage nach der
Injektion lagen die Serumkonzentrationen von sFlt-1 bei den trachtigen Mausen, die 19gG
aus Seren von Patientinnen mit Praeklampsie erhalten hatten, deutlich héher als bei
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denjenigen Mausen mit lIgG-Ubertragung gesunder Schwangerer. In nicht-trachtigen
Mausen war der sFlt-1-Nachweis negativ. Die Induktion von sFlt-1 konnte durch die
Co-Injektion von Losartan bzw. des mit dem AT1-Rezeptor korrespondierenden
Aminosaurenpeptids AFHYESQ unterdriickt werden. Um den Wirkungsmechanismus
genauer zu untersuchen, wurden Immunglobuline aus beiden Gruppen in humane
Plazentaexplantate injiziert. Immunglobuline aus Seren praeklamptischer Frauen
erhdéhte die sFlt-1-Konzentrationen exzessiv. Die Aktivierung der Sekretion lber den
AT1-Rezeptor konnte wiederum durch Co-Injektion von Losartan und AFHYESQ
bewiesen werden. Die kombinierte Gabe von Angll und AT1-Autoantikérpern stimulierte
die sFlt-1-Produktion in signifikant hdherem MaBe als die Stoffe jeweils alleine. Die
Untersuchungen zur Induktion von sFlt-1 durch AT1-Autoantikdrper in humanen
Trophoblastzellen erbrachten ebenfalls eine signifikant erhéhte Sekretion von sFlt-1
durch Immunglobuline von praeklamptischen Schwangeren. Auch hierbei war die
Kombination von Angll und AT1-Autoantikérpern effektiver in der Induktion von sFlt-1.
Die gesteigerte sFlt-1 Produktion wurde durch Injektion des Calcineurinhemmers
(FK 506) gehemmt. Auf die geringe Produktion von sFlt-1 aus Seren normotensiver
Schwangerer hatte FK 506 keine Wirkung. Der Signalweg Uber Calcineurin konnte
ebenso durch die Verwendung von mRNA der Calcineurin spezifischen Untereinheit
siRNA gezeigt werden. Dass die Uber AT1-Autoantikdrper Aktivierung induzierte
Erhdhung der sFlt-1 mRNA {ber eine Stimulation des Calcineurin vermittelten
Transkriptionsfaktors NFAT ablauft, konnte ebenso dargestellt werden. Um die
biologische Aktivitat des sFlt-1 als Folge der AT1-Autoantikérper-Aktivierung zu testen,
wurde ihr EinfluB auf Endothelzelllfehlfunktionen mit konsekutiver endothelialer
Dysfunktion untersucht. Dieser Zusammenhang konnte eindeutig bestatigt werden
(Zhou CC 2008). Die Injektion von AT1-Autoantikbrpern erhéhte auch in
Untersuchungen von Irani et al die Serumlevel von sFlt-1 in trachtigen Mausen. Die
gleichzeitige @ Gabe von  TNF-a  Blockern  wiederum  reduzierte  die
sFlt-1-Konzentrationen, sodass von einem EinfluB von TNF-a auf die Entstehung und
Wirkung von AT1-Autoantikbrpern ausgegangen wird (lrani RA 2010 ).
AT1-Autoantikérper als potenzieller Stimulus flr die sFlt-1-Produktion zeigen signifikant
erhdhte sFlt-1-Werte im Serum sowie eine Zunahme von sFlt-1 im Plazentaexplantaten
als Folge von dauerhaften AT1-Autoantikérper-Infusionen. Im Rahmen der Studie wurde
der Effekt von TNF-a auf die sFlt-1 Produktion ausgewertet. TNF-a erhéhte signifikant

die sFlt-1 Konzentrationen. Nach Injektion von Losartan sanken die sFlt-1-Werte
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erheblich, sodass von einer AT1-rezeptorvermittelnden Wirkung ausgegangen werden
kann. Auch in Plazenten konnte eine erhéhte sFlt-1 Produktion nach TNF-a-Gaben

nachgewiesen werden (Parrish MR 2010).

2.6 Parvovirus B 19

Das von Yvonne Cossart 1975 entdeckte, (Cossart YE 1975) Parvovirus B 19 ist als
einziges Mitglied der Parvoviridae humanpathogen (Modrow S 2002). Aufgrund seines
ausgepragten Tropismus flr erythropoide Vorlauferzellen zahlt es als einziges Exemplar
zum Genus Erythrovirus. Es ist ein DNA-Einzelstrang-Virus mit einer Kapsel ohne Hulle
und mit 22-24nm Durchmesser eines der kleinsten Viridae, die Saugetierzellen befallen
kénnen. Das Genom kodiert zwei Strukturproteine, VP1, VP2 und das Nicht-Struktur-
Protein NS1 (Shade RO 1986). Die Replikation des Virus erfolgt normalerweise nur in
humanen erytropoiden Vorlauferzellen und seinem Rezeptor, dem Blutgruppensystem
P, auch als P-Antigen oder Globosid bezeichnet. Das P-Antigen ist fir die Bindung des
Virus an der Zelloberflache notwendig und kommt auf Erythrozyten, Erythroblasten,
Megakaryozyten, Endothelzellen sowie fetalen Herz- und Leberzellen vor (Brown KE
1994). Der Korezeptor a5B1Integrin ermdglicht das Eindringen des Virus in die Zelle
und somit die effiziente Infektion (Weigel-Kelley KA 2003). Die Seropravalenz liegt bei
Erwachsenen bei 70%. Eine Ubertragung erfolgt durch Trépfcheninfektion oder durch
Blut bzw. Blutprodukt-Transfusionen. Bei Kindern verursacht Parvovirus B19 das
Erythema infectiosum, die meistens mild verlaufenden sogenannten Ringelrételn.
Inzwischen wird die Infektion mit einem weiten Spektrum von hamatologischen und
nichthamatologischen Komplikationen in Verbindung gebracht (z.B. Hepatitis, Leber-
versagen, Myokarditis, Myositis, akutes Lungenversagen, neurologische Stdrungen,
chronische Arthritis, Arthralgien, Vaskulitis, Glomerulonephritiden, transiente sowie
persistierende Anamien, aplastische Krisen mit chronischen hamolytischen Anamien).
Eine intrauterine Infektion kann zu Abort, intrauterinem Fruchttod, fetaler Anamie oder
Hydrops fetalis flihren. Als besonders kritische Phase werden die ersten 20 SSW
angesehen, da das fetale Immunsystem noch unreif ist und die Erythropoese leichter
gestért werden kann. Die transplazentare Transmissionsrate liegt bei 25%, die Abortrate
bei 1,66%. Bei Uberleben des Feten kann die Infektion in selten Fallen zu spezifischen

oder permanenten Organdefekten fihren, wie z.B. Herzanomalien,
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Augenerkrankungen, Lippen-Kiefer-Gaumenspalten, Mikrognathie, chronische Anamie,
Myokarditis, Hepatitis, ZNS-Anomalien, Mekoniumperitonitis (Mylonas |1 2007 ).

2.6.1 Struktur und Antikérperantwort

Die icosahedrale Kapsel besteht aus zwei Strukturproteinen, VP1 (83kDa) und VP2
(58kDa), die bis auf 227 Aminosauren am Amino-Ende von VP1, der sogenannten
Lunique region“ identisch sind. Jede Kapsel enthalt 60 Kapsomere. VP2 ist das
Hauptstrukturprotein, das 96% der gesamten Kapsel ausmacht (Cossart YE 1975) und
die Hauptbindungsaktivitaiten zum zellularen Rezeptor herbeifihrt (Brown KE 1993).
Strukturell unterscheidet man das Aminoende (VPN) und das Kohlenstoffende (VPC).
VP-1S ist wiederum ein Teil von VPN. Neutralisierende Antikdrper richten sich haupt-
sachlich gegen die VP1-unique region (Dorsch S 2002). NS1 (77kDa) gilt als
wichtigstes der nicht-strukturierten Proteine und hat vielfaltige Funktionen. Der
Infektionsverlauf beginnt mit der virdmischen Phase, ungefahr sechs Tage nach der
Infektion, die Konzentrationen von 10'° bis 10" Partikel pro Milliliter Blut erreicht und
ca. eine Woche andauert. Mit dem Erscheinen der IgM-Antikérper gegen lineare und
konformative VP2-spezifische Epitope, die in beiden Strukturproteinen vorkommen,
sinken die Viruskonzentrationen im Blut. IgM-Antikérper treten neun bis zwélf Tage nach
der Infektion auf und sind die ersten nachweisbaren Anzeichen einer akuten Parvovirus
B 19 Infektion. Nach ihrem Peak in der ca. dritten Woche sind sie nach sechs bis zehn
Wochen nicht mehr nachweisbar. In seltenen Fallen kénnen die IgM-Titer rasch fallen
und bereits nach zwei bis drei Wochen nicht mehr nachweisbar sein. Mit dem Absinken
der Immunglobuline M und dem gelegentlich klinischen Auftreten eines Ausschlags
kénnen die Immunglobuline G nachgewiesen werden. In den ersten Wochen richten
sich diese vor allem gegen Epitope von VP1 und 2 sowie der VP1-unique Region
(Manaresi E 1999). Zirka vier bis sechs Monate nach der Infektion sinken die gegen die
linearen VP2-spezifischen Epitope gerichteten Immunglobuline, wohingegen die gegen
konformative und VP1-spezifische Antikdrper bestehen bleiben. Dabei kdénnte ein
Wechsel von IgG3 zu 1gG4 stattfinden. Die dauerhafte Immunantwort der Immun-
globuline G richtet sich hauptsachlich gegen das Aminoende der VP1-unique Region
(Dorsch S 2002). Der Hauptteil der Antikérper, die eine lebenslange Immunitat
bewirken, gehéren zu dieser IgG-Gruppe. Im Laufe der Zeit sind die VP2-spezifischen

Antikérper nicht mehr nachweisbar. Chronische Parvovirusinfektionen zeichnen sich
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durch schwere und langandauernde klinische Manifestationen, vor allem chronische
Anamie, Thrombo- und Panzytopenien, Arthralgien und Arthritis (Scheurlen W 2001)
aus und sind vor allem bei immungeschwachten Patienten zu finden (Frickhofen N
1990). Durch die verbesserten Methoden zur ldentifizierung der Infektionsphasen
konnte gezeigt werden, dass auch 20% der immunkompetenen Menschen von
persistierenden Infektionen betroffen sein kénnen (Faden H 1992). Das Virus verbleibt
dabei noch Monate und Jahre nach der Infektion im Blut, in der Synovialfllissigkeit oder
anderen Organen. Studien konnten die Persistenz von Parvovirus B19 im Myokard von
Patienten mit Kardiomyopathie und endothelialer Dysfunktion aufdecken (Tschépe C
2005). Bei den chronisch Infizierten ist meistens das Immunglobulin G gegen NS1
nachweisbar. Dieses spezfische IgG ist ca. vier Wochen nach der Infektion und zwei
Wochen nach der VP1/VP2-Immunantwort bzw. gleichzeitig mit den Kapselantikdrpern
detektierbar. In seltenen Fallen gelang der Nachweis von NS1-IgM (von Poblotzki A
1995 ).

2.7 Parvovirus B19 und AT1-Autoantikorper

Autoimmunerkrankungen sind multifaktorieller Genese. Neben anderen mdglichen
Faktoren wird ein Zusammenhang zwischen Viruserkrankungen und dem Auftreten
einer gestbrten Toleranz von kérpereigenen Antigenen angenommen. Die Klinische
Symptomatik im Rahmen einer Infektion mit dem Parvovirus B19 kann der von einigen
Autoimmunerkrankungen sehr &hnlich sein. So erflllen z.B. 50% der Patienten mit
Immunglobulinen M oder G gegen Parvovirus B19 und langer bestehenden Arthralgien
bzw. Arthritiden die Kriterien des American College of Rheumatology fir eine
Rheumatoide Arthritis (RA) (Naides SJ 1990). Bei der Entstehung von Antiphospholipid-
antikérpern wird ebenfalls ein Zusammenhang mit persistierenden Parvovirus
B19-Infektionen gesehen (Lehmann HW 2008). Das Auftreten von Virus-Antikérpern
findet oft zeitgleich mit dem Beginn von Symptomen statt, sodass immungesteuerte
Prozesse wahrscheinlich sind (Naides SJ 1990). In-vitro konnte gezeigt werden, dass
das Parvovirus B19-Protein durch die Interaktion mit dem Growth factor
receptor-binding Protein 2 (Grb2) Signalwege der Wirtszelle beeinflussen kann
(Fan MM 2001). Es wird vermutet, dass durch die Persistenz des Virus im Korper Gber
Mechanismen des molekularen Mimikrys eine Autoantikérperantwort induziert werden

kénnte (Lunardi C 1998 ). In-vitro-Untersuchungen zeigten invasive Schadigungen von
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humanen Synovialfibroblasten durch Parvovirus B19-Sera (Ray NB 2001). Andere
Forschungsarbeiten belegen, dass anti-VP1-IgG von Patienten mit persistierender
Parvovirus B19 Infektion und klinischen Symptomen wie Arthritis oder Haut-
manifestationen vor allem mit den entsprechenden Gewebearten Keratin, Collagen Typ
II, ssDNA, Cardiolipin sowie Ribonucleoprotein Antigen Sm reagierten (Gasser S 2005;
Lunardi C 2008 ). Einen Hinweis auf eine direkte virale Zytotoxizitat bei vorbelasteten
Patienten erbrachte der Parvovirus B19-DNA-Nachweis in betroffenen Geweben bei
Patienten mit Sklerodermie sowie systemischer Sklerose (Ferri C 2002 ; Zakrzewska K
2005). Das Epitop an der zweiten extrazellularen Schleife des humanen AT1-Rezeptors
(AFHYESQ), welches vom AT1-Autoantikbrper erkannt wird, enthalt sieben
Aminosauren. Davon zeigen sechs Aminosauren Homologie zum Kapselprotein VP2
des Parvovirus (AFHYETQ). Die Aminosaure an Position sechs (T statt S) ist struktur-
ahnlich (Stepan H 2007). Die gleiche Sequenz ist in der Lage, AT1-Autoantikdrper
verursachte Effekte in-vivo und in-vitro zu hemmen. Dieses Strukturprotein ist
verantwortlich flr die Interaktion zwischen Parvovirus B19-Partikeln und seinem
zellularen Rezeptorglobosid, der auf der Oberflache von erythroiden Vorlauferzellen und
anderen Zellen wie Trophoblastzellen prasent ist. Wahrend der viralen Replikation wird
die proapoptotische Funktion, die mit dem viralen Nichtstrukturprotein NS1 in
Zusammenhang steht, aktiviert. Die direkte Interaktion des Viruspartikels mit den
Trophoblastzellen fihrt zur Transmission in das fetale Kompartment (Wegner CC 2004
). Einige Untersuchungen gehen davon aus, dass das Nicht-Struktur-Protein NS1 vor
allem bei Patienten mit persitierender Parvovirus B19-Infektion und bei Vorkommen von
Arthritis auftritt (von Poblotzki A 1995 ). NS1 vermittelt Gber die Transaktivierung von
Zellpromotoren die verstarkte Bildung von IL-6 (Moffatt S 1996; Mitchell 2002) sowie
TNF-a (Fu Y 2002). Diese proinflammatorischen Faktoren kdnnten zur Bildung von Au-
toantikbrpern sowie zu langanhaltenden klinischen Symptomen fihren (Heinrich PC
2003). NS1 besitzt zytotoxische Eigenschaften. Es scheint an komplexen apoptotischen
Prozessen beteiligt zu sein, die wahrscheinlich Gber Mitochondrien-abhangige
Signalwege funktionieren und auch die Beteiligung von Zellen auBerhalb der
Erythrozytenzelllinie erlauben (Hsu TC 2004). Apoptotische Bestandteile kdnnten eine
Autoimmunantwort stimulieren (Ozawa K 1988; Raab U 2002).
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3 Herleitung einer Aufgabenstellung

In der vorliegenden Arbeit werden im Rahmen einer Fall-Kontroll-Studie von 30
Patientinnen mit Préaeklampsie und 30 normotensiven Schwangeren das Auftreten und
die mdglichen Wechselbeziehungen von AT1-Autoantikbrpern, dem antiangiogenen
Faktor sFlt-1 sowie Immunglobulin G gegen Parvovirus-B19-Strukturen als mdgliche
pathogenetische Faktoren von Praeklampsie untersucht. In vorherigen Studien konnte
ein Zusammenhang zwischen AT1-Autoantikérpern, sFlt-1 und Praeklampsie gezeigt
werden. Es wird die Hypothese gepruft, dass durch die Homologie des Kapselproteins
von Parvovirus B19 (VP2) mit Bestandteilen des AT1-Autoantikbrpers ein

pathogenetischer Zusammenhang besteht.

Im Einzelnen wird folgenden Hypothesen nachgegangen:

Haupthypothese: Steht das Auftreten von AT1-Autoantikérpern, sFlIt-1  und

Immunglobulin G gegen Parvovirus-B19-Strukturen in Zusammenhang mit der

Erkrankung Praeklampsie?

Teilhypothesen:

Erster Teil: Auftreten und Interaktion von sFli-1 und AT1-AutoantikbGrper bei

Praeklampsie und gesunden Schwangeren

1. Kénnen die Patientinnen mit Praeklampsie von den gesunden Schwangeren mittels
Bestimmung von AT1-Autoantikérpern im Serum von Patientinnen unterschieden

werden?

2. Gibt es Unterschiede im zeitlichen Auftreten der AT1-Autoantikérper im Verlauf der

Schwangerschaft?

3. Kénnen die Patientinnen mit Praeklampsie von den gesunden Schwangeren mittels

Bestimmung von sFlt-1 im Serum unterschieden werden?

4. Gibt es Unterschiede im =zeitlichen Auftreten von sFlt-1 im Verlauf der

Schwangerschaft?
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5. Kann ein ursdchlicher Zusammenhang zwischen dem Auftreten von
AT1-Autoantikérpern und erhéhten sFIt-1-Spiegeln im Studienkollektiv hergestellt

werden?

Zweiter Teil: Zusammenhdnge und Interpendenzen von Parvovirus und

AT 1-Autoantikdrpern bei Patientinnen mit Praeklampsie und gesunden Schwangeren

1. Kénnen Immunglobuline gegen das Kapselprotein des Parvovirus-B19 funktionell wie
AT1-Autoantikérper agieren?

2. Neigen diejenigen Patientinnen mit NS1-spezifischen Antikdérpern und damit einer
erschwerten Viruselimination bzw. prolongierter Infektion eher zur

AT1-Autoantikérperproduktion?
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4 Material und Methoden
4.1 Patienten

Es handelt sich um eine randomisierte Fall-Kontroll-Studie. Der EinschluB der
Patientinnen in die Studie erfolgte in der Klinik fir Gynakologie und Geburtshilfe Nuffield
an der Universitatsklinik Oxford im Zeitraum von Juni 1993 bis September 2001. Nach
Zustimmung der Oxfordshire Ethikkomission nahmen die Patienten nach ausfihrlicher
Aufklarung und schriftlicher Zustimmung an der Studie teil. Es wurden zwei Gruppen
von 30 normotensiven Schwangeren und 30 praeklamptischen Patientinnen gebildet,
die den SSW einander entsprechend ausgewahlt wurden. AusschluBkriterien in beiden
Gruppen waren Alter unter 18 sowie das Nichtvorliegen der schriftlichen Patienten-
zustimmung. In der Kontrollgruppe wurden das Vorliegen von hypertensiven oder
anderen chronischen Erkrankungen sowie gravierende geburtshilfliche Probleme als
AusschluBkriterien festgelegt. Die Schwangeren in der Praeklampsiegruppe mussten
die Kriterien der ,International Society for the Study of Hypertension in Pregnancy”
erfillen (ACOG 2002). Diese beinhalten das Neuauftreten von Bluthochdruck mit
Werten von 140/90 mmHg oder héher nach der 20. SSW sowie das Neuauftreten einem

oder mehrerer im Folgenden genannter Punkte:

e Proteinurie (Urinstix ab einfach positiv fir Protein)
¢ Niereninsuffizienz (Kreatinin > 0.09 mmol/l bzw. Oligurie)

e Lebererkrankungen (erhdhte Transaminasen und/oder Oberbauchschmer-
zen)

¢ Neurologische Symptome: Krampfanfalle (Eklampsie), Hyperreflexie mit
Klonus, schwere Kopfschmerzen, persistierende Sehstérungen

e Hamatologische Stérungen: Thrombozytopenie, disseminierte intravasale
Koagulation, Hamolyse

e Fetale Wachstumsretardierung

e Normalisierung des Blutdrucks innerhalb der ersten drei Monate post
partum
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4.2 Rattenkardiomyozyten-Bioassay zur Bestimmung von AT1-
Autoantikorpern

4.2.1 Verwendete Chemikalien:

120 mM NaCl 4,6 mM KCL, 0,4 mM KH-PO4, 0,4 mM NasHPO,4, 25 mM
NaHCOs, 5,5 mM Glukose

e PBS-Antibiotika:
0,1% (w/v) Streptomycin, Penicillin (100.000 E./100 ml) in PBS

e Trypsinldsung: 0,2% (w/v) Trypsin in PBS

e SM20-I, komplett: SM20-I + 10% (v/v) inaktiviertes neonatales
Kélberserum (NKS), 2 mM Glutamin, 0,002 mM FUDR, 0,002 mM Hydro-
cortison, 0,01% (w/v) Streptomycin, 100.000 E./I. Penicillin

4.2.2 Allgemeines Verfahren

Zur Gewinnung der neonatalen Rattenherzzellen wurden Sprague-Dawley Ratten im
Alter von ein bis drei Tagen verwendet. Alle Arbeitsschritte wurden unter sterilen
Bedingungen durchgefihrt. Die Tiere wurden durch zervikale Dislokation getbtet, mit
sterilem Zellstoff und 70%igem Ethanol gereinigt. AnschlieBend wurde der Thorax
geodffnet, die Herzen entnommen und diese in einer Petrischale mit PBS:PBS-
Antibiotika (1:1) gesammelt. Nach dem Abtrennen der Arterien wurden die Ventrikel
grob zerkleinert und zur Trypsinierung in einen Erlenmeyerkolben Uberfihrt. Die
Ventrikelfragmente wurden mit PBS:PBS-Antibiotika (1:1) und anschlieBend mit PBS
gewaschen. Die 1. Trypsinierungsfraktion (mit 0,2%iger Trypsinldsung, 3 min, bei 37°C
im Wasserbad) wurde verworfen. Die Trypsinierung erfolgte in mehreren Schritten
(jeweils mit 0,2%iger Trypsinlésung, 10 min, bei 37°C im Wasserbad) bis zum vélligen
Aufschluss der Ventrikelfragmente. Die Enzymaktivitdt wurde gestoppt, indem der
Uberstand in einen vorgekiihlten Zentrifugenbecher mit eiskaltem NKS pipettiert wurde.
AnschlieBend wurden die Zellen sedimentiert (6-8 min, bei 900 rpm, Tischzentrifuge
MLW T 52.1, VEB MLW), die Pellets der verschiedenen Fraktionen in purem SM20-I|
NKS (1:1) resuspendiert und vereinigt. Nach einer erneuten Zentrifugation (6-8 min, bei
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900 rpm, Tischzentrifuge MLW T 52.1, VEB MLW) wurde das Zellsediment in
komplettem SM20-I resuspendiert und die Zellzahl in einer Fusch-Rosenthal-Kammer
bestimmt. Die Kultivierung der Zellen erfolgte in komplettem SM20-I am 1. Tag stationar
und anschlieBend auf einer Rockerapparatur bei 37°C. Nach 24 h und 72 h wurde das
komplette Kulturmedium erneuert. Nach drei bis vier Tagen wurden die Zellen in den
Biosassay eingesetzt.

4.2.3 Praparation von Immunglobulinen
4.2.3.1 Ammoniumsulfatfallung
e Kalt gesattigte Ammoniumsulfat-Lésung
e  Ammoniumsulfat in Aqua bidest.
e NaClI-PBS (pH 7,2):

e 154 mM NaCl, 10 mM Phosphatpuffer (NazHPO4-2H,O, NaH,PO4-H.0)

Aus 1 ml Patientenserum wurden die Immunglobuline durch die Ammoniumsulfat-
Lésung mit einer Endséttigung von 40% prazipitiert. Nach 12 h bei 4°C wurden die
Proben 7 min bei 4000 rpm und 4°C zentrifugiert (Biofuge fresco, Heraeus, Hanau). Die
Prazipitate wurden in 1 ml NaCl-PBS aufgenommen und mit 1 ml der gesattigten
Ammoniumsulfat-Lésung wiederholt gefallt. Die Zentrifugation erfolgte fir 7 min bei
4000 rpm und 4°C (Biofuge fesco, Heraeus, Hanau.) Nach insgesamt zweimaliger Wie-
derholung der Waschprozedur wurden die geféllten Immunglobuline in 660 ul NaCL-
PBS gel6st und gegen 1 Liter (bei 10 Proben) NaCIl-PBS 48 h bei 4°C dialysiert. Dabei
wurde der Dialysepuffer mindestens 5 Mal erneuert.

4.2.3.2 Affinitatschromatografische Reinigung von Immunglobulinen

e NaCI-PBS (pH 7,2): 154 mM NaCl, 10mM Phosphatpuffer (Na;HPO4-
2H20, NaH2P04-H20)

e Lésung zum Eluieren: 3 M KSCN in Aqua bidest.
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Zuerst wurde die Peptid-Sepharose-Saule (AT1-Rezeptor, zweite extrazellulare
Schleife, Affina, Berlin) mit NaCI-PBS gespdlt. Je nach GréBe der Saulen wurden unter-
schiedliche Volumina regenerierter Immunglobuline, die zuvor aus den Patientenseren
gewonnen wurden, eingesetzt und 30 Minuten bei 4°C auf der Saule inkubiert. Nach
einem Waschschritt mit 3 x 10 ml NaCL-PBS wurden die spezifisch gebundenen
Antikérper mit einer 3 M KSCN-L6sung eluiert. AnschlieBend wurden die Eluate gegen
1 Liter (bei 10 Proben) NaCI-PBS 48 h bei 4°C dialysiert. Dabei wurde der Dialysepuffer

mindestens finf Mal erneuert.

4.2.4 Bestimmung der Schlagzahl der gereinigten AT1-Autoantikérper im
Bioassay

Am dritten. bzw. vierten Tag der Kultivierung wurden die Kulturen neonataler Ratten-
herzzellen in den Versuch eingesetzt. In Vorbereitung der Bestimmung der basalen
Pulsationsrate der Kardiomyozyten wurden die Zellkulturen fiir eine Stunde in frischem
komplettem Kulturmedium SM20-I mit (+) 10% NKS kultiviert. Flinf Minuten vor Beginn
der Bestimmung der basalen Pulsationsrate der Kardiomyozyten wurde die Kultur-
flasche kurz gedffnet und in einer Metallschablone auf dem Wasserbad (37°C)-
beheizten Objekitisch des Mikroskops (Modell IMT-2, Olympus, Hamburg) platziert. Je
Kulturflasche wurden zehn der durch die Metallschablone (Lochabstand 0,5 cm) festge-
legten Messfelder mit synchron kontrahierenden Zellaggregaten ausgewahlt. In diesen
Messfeldern wurde die Pulsationsrate der Zellen mit Hilfe des computergestitzten
Messplatzes und der Imagoquant Fourieranalyse 100-Software (Mediquant GmbH,
Litzen) ermittelt. Die darauf folgende Behandlung der Zellkulturen mit
AT1-Autoantikérper (Verdinnung 1:20 oder 1:40) erfolgte eine Stunde bei 37°C. Nach
der einstindigen Inkubationszeit wurde die Pulsationsrate der Kardiomyozyten in den
festgelegten Messfeldern erneut bestimmt. Die Differenzen der Pulsationsrate nach der
Behandlung der Zellen zur basalen Pulsationsrate der Zellen wurden in Schldge/min
angegeben. Der Trennwert wurde bei 7,2 Schlage/min ermittelt. Das heiBt, Patienten-
proben, die eine Anderung der Pulsationsrate um > 7,2 Schlage/min hervorrufen,
wurden als AT1-Autoantikérper positiv bewertet. Die Spezifitat der AT1-Autoantikdrper
wurde im AnschluB durch die Zugabe von Losartan, einem spezifischen AT1-Rezeptor
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Blocker, bestimmt, Losartan wurde in einer Konzentration von 1 uM eingesetzt. Nach
einer fanfmindtigen Inkubationszeit wurde die Pulsationsrate der Kardiomyozyten

wiederum in den festgelegten Messfeldern bestimmt.

4.2.5 Bestimmung der IgG-Subklasse der AT1-Autoantikorper

Die durch Ammoniumsulfatfallung gewonnenen Immunglobulinfraktionen (50 ul) wurden
mit je 5 pl der verschiedenen Maus-Antikérper gegen die humanen IgG-Subklassen
(lgG1, 1gG2, 1gG3 sowie IgG4; Stammldsung: 1 mg/ml) gemischt und eine Stunde bei
4°C inkubiert. AnschlieBend wurden je Ansatz 10 pl Anti-Maus-IlgG zum Faéllen des
Immunkomplexes hinzugefligt und dieser weitere 30 Minuten bei 4°C inkubiert. Nach
einem Zentrifugationsschritt (Biofuge fesco, Heraeus) 10 min bei 10000 rpm und 4°C
wurden 50 ul des Uberstandes in den Bioassay eingesetzt. Als Positivkontrolle dienten
jeweils 50 ul ungereinigter IgG-Fraktion der Praeklampsiepatientin.

4.3 Elisa—Quantikine-R&D
4.3.1 Allgemeines Verfahren — nicht-kompetetiver Inmunassay

Bei der Bestimmung von sFlt-1 wurde die quantitative Sandwich-Immunoassay-
Methode verwendet. Dabei wird ein fir VEGFR-1 spezifischer monoklonaler Antikérper
(Priméarantikérper) auf einer Mikrotiterplatte in der festen Phase immobilisiert. Standard-
l6sungen und die Proben werden in die Kavitaten (Wells) pipettiert. Somit kann
VEGFR-1 an den immobilisierten Antikdrper gebunden werden. Nach der Entfernung
aller ungebundenen Substanzen wird ein VEGFR-1 spezifischer enzymgebundener
polyklonaler Antikérper in die Kavitaten gegeben. Nach einer weiteren Waschung, um
jegliche ungebundene Antikérper-Enzym-Reagenzien zu entfernen, wird eine Substrat-
I6sung in die Kavitdten gegeben, die eine Farbentwicklung im Verhaltnis zur Menge des
VEGFR-1, welches im ersten Schritt gebunden wurde, anzeigt. Die Farbentwicklung
wird gestoppt und die Farbintensitdt gemessen. Der Quantikine-Test ist ein 4,5 Stunden
feste-Phasen ELISA, um menschliches VEGFR-1 unter anderem in Plasma zu
bestimmen. Er enthalt rekombinanten humanen Sf 21- VEGFR-1/Fc Chimera. Die aus
natdrlichem humanen VEGFR-1 gewonnenen Ergebnisse zeigten lineare Kurven, die
parallel zu den Standardkurven des Quantikine Standardtest verlaufen. Demzufolge
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kann der Test fir die Bestimmung der relativen Masse von nattrlich vorkommendem

sFlt-1 genutzt werden.

4.3.2 Verwendete Materialien

4.3.3

VEGFR-1 Mikrotiterplatte mit 96 Polystyren Kavitaten mit monoklonalem
Maus Antikérper gegen VEGFR-1 beschichtet

VEGFR- 1 Konjugat 21 ml/vial mit polyklonalem Antikérper gegen
VEGFR-1 mit Meerrettich Peroxidase mit Konservierungsstoffen
konjugiert

VEGFR-1-Standard rekombinanter humaner VEGFR-1 in einer
Puffer-l6sung mit Konservierungsstoffen, lipophyl

Verdinnungslésung RD1-68  11m/vial einer Pufferlésung  mit

Konservierungsstoffen
Zelllysepuffer 2-21ml/vial einer Pufferldsung mit Konservierungsstoffen

Kalibrierungsverdinnungslésung RD6-10:21 ml/vial einer Pufferprotein-

base mit Natriumsdure und anderen Konservierungsstoffen

Waschpufferldsung 21 ml/vial einer 25fach konzentrierten Lésung eines
Puffertensids mit Konservierungsstoffen

Farbreagenz A 12,5 ml/vial Hydrogenperoxid
Farbreagenz B 12,5 ml/vial Tetramethylbenzidin

Stoppldsung 6 mi/vial mit 2 N Schwefelsaure

Zusatzliche Hilfsmittel

Mikroplattenlesegerat mit Messféahigkeit bei einer Absorption von 450 nm

mit Grenzwellenldnge von 540 nm
Pipetten

Destilliertes Wasser
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e Automatisierter Mikroplattenwascher

e 500 ml Zylinder

e Horizontale Mikroplattenschittler mit Geschwindigkeit von 500 +/- 50 rpm
e Phosphat-gepufferte Lésung

e Humane VEGFR-1 Kontrolllésung

4.3.4 Durchfiihrung des Tests

Probenvorbereitung

Serum: Die Serumproben wurden 30 Minuten nach Abnahme fir 15 Minuten bei einer
Umdrehung von 1000 x g zentrifugiert. Das abgetrennte Serum wurde umgehend in

Alliquots pipettiert und bei -20°C gelagert.

Die flissigen Proben mussten zehnfach verdinnt werden. Dies erfolgte mit 270 ul

Kalibrator Dilutionslésung RD6-10.

Reagenzvorbereitung

Alle Reagenzien wurden vor dem Gebrauch auf Raumtemperatur gebracht.

Waschpufferlésung: Es erfolgte ein vorsichtiges Erwarmen auf Raumtemperatur, um

eine klare FlUssigkeit zu erhalten. 20 pl des Waschpufferkonzentrates wurden in

destilliertes Wasser gegeben, um 500 ml Waschpufferlésung zu erhalten.

Substratlésung: Die Farbreagenzien A und B wurden mit gleichen Volumina vermischt

und innerhalb von 15 Minuten unter Lichtschutz verbraucht. 200 pl der resultierenden

Mischung wurden im Anschluf3 pro Kavitat verwendet.

VEGF R1 Standard: Das Standardmaterial wurde in destilliertem Wasser aufgelést.

Dadurch enstand eine Lésung von 20,000 pg/ml. Die Lésung wurde geschittelt und
anschlieBend fur 15 Minuten stehen gelassen. In 2000 pg/ml wurden anschlieBend 900
Ul der Kalibrierungslésung RD6-10 pipettiert. Danach wurden 500 pl der Dilutionslésung
RD6-10 in die verbleibenden Réhrchen pipettiert. Vor jeder erneuten Weitergabe wurde

das Rohrchen geschittelt. Der 2000 pg/ml Standard diente als konzentrierteste
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Standardlésung. Die Kalibrierungs Dilutionslésung RD6-10 diente als Nullstandard
(Opg/ml).

Nach der Vorbereitung und Erwarmung auf Raumtemperatur aller Reagenzien, Proben
und Standards wurden in jede Kavitat 100 pl Dilutionslésung RD1-68 hinzugefligt. Allen
Kavitaten wurden jeweils 100 pl Standard- Kontroll- und Probenlésung zugegeben.
Nach Abkleben mit ungenutzer Abdeckfolie wurden die Platten fiir 2 Stunden im Mikro-
titerplatten-Schuttelapparat bei Raumtemperatur und 500 rpm +/- 50 rpm inkubiert. Jede
Kavitat wurde nach der Bebritung entleert und viermal mit 400 pl Waschpufferldsung
gewaschen. Auf eine vollstandige Entfernung der Flissigkeiten wurde geachtet. Nach
der letzten Waschung wurde die Gbriggebliebene Waschpufferlésung entfernt. Die Platte
wurde gewendet und getrocknet, um verbliebene Flissigkeitsreste zu entfernen. Nach
dem Hinzufligen von 200 pl Konjugatlésung in jede Kavitat erfolgte nach Abdeckung
eine erneute Bebrltung far zwei Stunden im Mikrotiterplatten-Schittelapparat. An-
schlieBend wurde der Entleerungs und Waschungsproze wiederholt. Danach wurden
200 pl Substratlésung in jede Kavitat gegeben. Bei Raumtemperatur erfolgte unter
LichtverschluB eine Inkubation far 30 Minuten auf der Arbeitsflache. Darauffolgend
wurde in jede Kavitat 50 pl Stoplésung gegeben. Die Farbe in den Kavitaten wechselte
von blau zu gelb. Innerhalb von 30 Minuten wurde dann bei 450 nm und der Referenz-

wellenlange von 540 nm die optische Densitat gemessen.

4.3.5 Auswertung der Daten

Die Auswertung der Daten erfolgte unter Anwendung einer Standardkurve anhand der
durchschnittlichen Werte der Standard-, Kontroll- und Probenlésungen und Abzug der

Nullabgleichung.

44 Recomwell Mikrogen Parvovirus B 19
4.4.1 Allgemeines Verfahren

Es handelt sich um einen in-vitro Enzymimmun-Test (indirekter Sandwich-Test) mit re-
kombinant produzierten Antigen (VP1, VP2-Partikel) zum Nachweis von IgG- oder IgM-
Antikdrpern gegen das humane Parvovirus B19. Durch den Einsatz der VP2-Partikel

wird eine zusatzliche Prasentation von Konformations-Epitopen zu den ansonsten dar-
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gebotenen linearen Epitopen erreicht. Die immunologischen Versuche zur Bestimmung

von Parvovirus B19 wurden in Kooperation mit dem Labor Prof. Dr. Susanne Modrow,

Institut fir medizinische Mikrobiologie, Universitat Regensburg, durchgeflhrt.

4.4.2 Verwendete Chemikalien

100 ml Waschpuffer zehnfach konzentriert, enthélt Phopshat-Puffer, NaCl,
Detergenz, Konservierungsmittel: MIT (0,01%) und Oxypyrion (0,1%)

125 ml Verdinnungspuffer,enthalt Protein, Detergenz und blauer Farb-

stoff, Konservierungsmittel: MIT (0,01%) und Oxypyrion (0,1%)
12 ml Chromogenes Substrat Tetramethylbenzidin (TMB),
12 ml Stopplésung

24,9% Phosphorsaure (HzPOy,

4.4.3 Durchfiihrung

Herstellung des gebrauchsfertigen Waschpuffers: Das Waschpuffer-
Konzentrat wurde mit H>O deion. verdinnt. Pro einem Mikrotiter-
plattenstreifen mit acht Kavitdten wurden 5 ml Konzentrat mit 45 ml H,O

deion. gemischt.

Herstellung der Konjugatlésung: Pro einem Mikrotiterplattenstreifen mit
acht Kavitaten wurden 1 ml Verdinnungspuffer mit je 10 pl antihuman IgG
Peroxidase-Konjugat oder IgM Peroxidase-Konjugat in einem sauberen

GefaB versetzt und gut gemischt.

Vor Gebrauch wurden alle Reagenzien 30 Minuten lang auf Raum-
termperatur (18-25°C) erwarmt. Die Mikrotitierplatte wurde zur Ver-

meidung von Kondenswasserbildung im verschlossenen Beutel erwarmt.

Vorbereitung der Proben und Kontrollen

In 1 ml Verdiinnungspuffer wurden jeweils 10 pl Probe bzw. Kontrolle pipettiert und bei

einer Verdinnung von 1 + 100 gut gemischt. Bei jedem Testdurchlauf wurden eine
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negative Kontrolle, eine Grenzwert Kontrolle und eine positive Kontrolle vorbereitet und

wie auch die Patientenproben verdinnt.

Inkubation der Proben

Die Mikrotitierplatte wurde aus dem DruckverschluBbeutel entnommen. In jede Kavitat
wurden jeweils 100 pl verdinnte Probenlésung sowie verdinnte Kontrollldsung
pipettiert. Die Mikrotitierplatten wurde mit ungebrauchter Abdeckfolie abgegeklebt und
eine Stunde bei 37 °C inkubiert.

Waschen

Die Kavitaten wurden vollstandig geleert und anschlieBend viermal mit jeweils 300 pl
gebrauchsfertigem Waschpuffer gewaschen. Es wurde darauf geachtet, den Wasch-
puffer zwischen den Waschschritten vollstdndig zu entfernen. Nach Beendigung des
letzten Waschvorgans wurde die Mikrotiterplatte gewendet und getrocknet, um

eventuelle FlUssigkeitsreste vollstandig zu entfernen.

Inkubation mit Peroxidase-Konjugat

Von der verdinnten Konjugatlésung wurden 100 pl pro Kavitat pipettiert. Die
Mikrotiterplatte wurde anschlieBend mit Abdeckfolie abgeklebt und 30 Minuten bei 37°C

inkubiert. Es folgte eine Entleerung und Waschvorgange wie vorher beschrieben.

Substratreaktion

Von der gebrauchsfertigen Substratlésung wurden pro Kavitat jeweils 100 pl pipettiert.
Im AnschluB wurde die Mikrotiterplatte bei Raumtemperatur 30 Minuten unter Licht-

schutz inkubiert. Die Zeit wurde ab Pipettieren der ersten Kavitat gerechnet.

Abstoppen der Reaktion

Pro Kavitat wurden 100 pl Stopplésung hinzugegeben.

Messung der Extinktionen

Die Extinktionen der einzelnen Kavitaten wurden in einem Mikrotiterplatten-Photometer
bei 450 nm und der Referenzwellenlange 650 nm gemessen. Der Nullabgleich erfolgte
gegen die Luft. Die Messung erfolgte innerhalb von 60 Minuten nach Abstoppen der

Reaktionen.
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4.4.4 Auswertung
Grenzwert: Extinktionsmittelwert der Grenzwert-Kontrolle
Graubereich:  Untere Grenze = Grenzwert
Obere Grenze = Grenzwert + 20 % (Grenzwert x 1,2)

Proben mit Extinktionswerten oberhalb des Graubereiches waren positiv. Proben mit
Enxtinktionswerten unterhalb des Graubereiches gelten als negativ. Proben mit Werten

im Graubereich waren grenzwertig und wurden wiederholt.

Quantitative Auswertung

Einer Formel entsprechend wird den Extinktionswerten die entsprechende Antikdérper-
aktivitat in Units pro ml zugeordnet.

U/ml Probe = (Extinktion Probe / Extinktion Grenzwert) x 20
Graubereich:  Untere Grenze = 20 U/ml
Obere Grenze = 24 U/ml
U/ml Probe > 24 positives Testergebnis
U/ml Probe < 20 negatives Testergebnis

20 > U/ml Probe < 24 grenzwertiges Testergebnis

4.5 Recomblot Parvovirus B 19 IgG/IgM
4.5.1 Allgemeines Verfahren

Der RecomBlot Parvovirus B 19 IgG/IgM ist ein qualitativer in-vitro-Test zum Nachweis
und zur Identifizierung von IgG- und IgM-Antikérpern gegen das Parvoviurs B19 in
humanem Serum oder Plasma. Der Immunoblot-Test erlaubt durch die elektro-
phoretische Auftrennung der rekombinanten Antigene eine Aussage Uber die

spezifischen Antikérper, die verschiedenen Krankheitsstadien zugeordnet sind.

Die Unterteilung des Strukturproteins VP1 in zwei Segmente erlaubt bei der

serologischen Interpretation einen Hinweis auf den mdglichen Infektionszeitpunkt. Mit
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Beginn der Immunantwort nach Erstinfektion werden im allgemeinen IgG Antikérper
gegen lineare Epitope auf dem gesamten Strukturprotein gebildet; das heiBt eine
Patientenprobe in diesem Immunstatus erkennt sowohl den N- wie auch den
C-terminalen Bereich (VP-N und VPC, daneben auch noch VP-1S) Im Verlauf von
sechs bis zwélf Monaten werden die VPC-spezifischen, gegen lineare Epitope
gerichtete Antikérper durch solche ersetzt, die bevorzugt Konformationsepitope
erkennen. Da auf dem Teststreifen (bedingt durch Produktion, Reinigung und
gelelektrophoretische Auftrennung) zum allergr6Bten Teil nur lineare Epitope prasentiert
werden, ist mit zunehmender Dauer auch ein Verschwinden der Reaktion gegen VPC
auf den Streifen feststellbar. Meist ist eine deutliche VPC-Titerabnahme nach sechs bis
zwoOlf Monaten zu beobachten. Bei langer zurlckliegenden Infektionen wird die
Reaktion dann sehr schwach oder verschwindet ganz.

Die verwendeten gereinigten, rekombinanten Antigene wurden mittels SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt. Die
Parvoviurs B19-Proteine wurden dann elektrophoretisch auf eine Nitrozellulose-
Membran Ubertragen (Western Blot). Die Membran wurde anschlieBend zur Blockierung
freier Bindungsstellen mit einer Proteinldsung inkubiert, gewaschen und in Streifen
geschnitten. Zum Nachweis von Parvovirus B19 spezifischen Antikdrpern wurden die
Streifen mit der verdiinnten Serumprobe inkubiert, wobei die Antikérper sich an die
Antigene auf den Streifen anlagert. Nicht gebundene Antikérper wurden anschlieBend
abgewaschen und die Streifen in einer zweiten Inkubation mit anti-human-IgG bzw.
anti-human-IgM inkubiert, das mit Meerrettich-Peroxidase gekoppelt ist. Mit einer durch
die Peroxidase katalysierten Farbereaktion wurden spezifisch gebundenen Antikérper
nachgewiesen. Dies erscheint als dunkle Bande auf dem Streifen. Als Reaktions-
kontrolle ist am oberen Ende der Streifen unter der Streifennummer eine Bande mit

antihuman-Immunglobulin aufgetragen, die bei jedem Serum eine Reaktion zeigt.

4.5.2 Verwendete Materialien:
e N-terminale Halfte der Strukturproteine VP1 und VP2, VP-N, 60 kDA
e (C-terminale Halfte der Sturkutrporteine VP1 und VP2, VPC, 42 kDA
e VP1 spezifisches Segment VP 1-S, 38 kDA
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e Nicht-Srukturprotein NS1, NS1, 75 kDA

e 100 ml Waschpuffer B (finffach konzentriert, enthalt Tris-Puffer, NaCL, De-
tergenz, Konservierungsmittel MIT (0,01%) und Oxypyrion (0,1%) und
Protein

e 40 ml chromogenes Substrat Tetramethylbenzidin (TMB, gebrauchsfertig)
e Zwei Stlick Inkubations-Schalen mit je zehn Vertiefungen
e Ein vorentwickelter Kontrollstreifen (kitspezifisch)

e Zwei Stick Rohrchen mit zehn fortlaufend nummerierten Western-Blot-

Teststreifen beschichtet mit Parvovirus B19-Antigenen

e 80 pl schwachpositiv IgG-Serumkontrolle, humaner Ursprung, anti-HIV-1/2,
anti-HCV und HBs-Ag negativ, enthélt MIT (0,1%) und Oxypyrion (0,1%)

e 80 pl schwachpositiv IgM-Serumkontrolle, humaner Ursprung, anti-HIV-1/2,
anti-HCV und HBs-Ag negativ, enthélt MIT (0,1%) und Oxypyrion (0,1%)

e 80 pl Negativ Serumkontrolle, humaner Ursprung, anti-HIV-1/2, anti-HCV
und HBs-Ag negativ, enthalt MIT (0,1%) und Oxypyrion (0,1%)

e 500 pl Anti-human IgG-Konjugat (hunderfach konzentriert), aus Kaninchen,
enthalt NaN3 (<0,1%), MIT (0,1%)

Zusatzlich bendtigte Reagenzien und erforderliches Zubehor:

Deionisiertes Wasser (hohe Qualitat), Absaugsystem mit Desinfektionsfalle,

Mikropipetten, Plastikpinzette, Schiittler, Messzylinder.

4.5.3 Zusammenfassung der Testdurchfiihrung
Inkubation der Proben

Fir jeden Testansatz wird eine Vertiefung einer Inkubationsschale benétigt. In den Ver-
tiefungen wurden je 2 ml des gebrauchsfertigen Waschpuffers B pipettiert.
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AnschlieBend wurde in die mit Waschpuffer B geflllten Vertiefungen vorsichtig je ein
Teststreifen mit Hilfe einer Plastikpinzette eingetaucht.

Probenzugabe:

IgG- und IgM-Testdurchfihrung: 20 pl einer unverdiinten Probe humanen Serums, die
Schwachpositiv Kokntrolle und Negativ-Kontrolle wurden in die daflrr eingerichteten
Vertiefungen pipettiert (Verdinnung 1 +100). Im AnschluB wurde die Inkubationsschale
mit dem Kunsstoffdeckel abgedeckt und unter leichtem Schiittteln Gber Nacht (10-16

Stunden) bei Raumtemperatur inkubiert.
Waschen

Alle Kunsstoffdeckel wurden vorsichtig von den Inkubationsschalen entfernt. Es folgte
ein sorgféaltiges Absaugen der Serumverdiinnung aus den einzelnen Vertiefungen. Nach
dem Absaugen der Lésungen aus einer Vertiefung wurden jeweils die Pipettenspitzen

gewechselt, um Kreuzkontaminationen zu vermeiden.

Im AnschluB Hinzugabe von 2 ml des gebrauchsfertigen Waschpuffers B in jede
Vertiefung. Es folgt eine finfmindtige Waschung unter leichtem Schitteln auf dem
Schuttler. Nach dem Waschvorgang erfolgte die Absaugung des Waschpuffers B.

Der Waschschritt wurde insgesamt viermal durchgefihrt.

Inkubation mit Peroxidase-Konjugat

Nach dem Waschen der Streifen wuden in jede Vertiefung 2 ml der entsprechend
vorbereiteten Konjugatlésung gegeben und eine Stunde unter leichtem Schiitteln bei
Raumtemperatur inkubiert. Wahrend des Vorgangs wurde die Inkubationsschale mit
einem Kunststoffdeckel abgedecki.

Waschen

Es erfolgte eine Absaugung der Konjugatlésungen aus den Vertiefungen und erneute
Waschung der Streifen.

Substratreaktion

In jede Vertiefung wurden 1,5 ml Substratlésung gegeben und finf bis 15 Minuten unter

leichtem Schitteln und bei Raumtemperatur inkubiert.
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Bei sorgféltiger Beobachtung des Farbeprozeses Belassen der Streifen in der Substrat-
l6sung bis bei denjenigen mit der Schwachpositiv Serumkontrolle inkubierten Streifen

folgende Banden zu erkennen waren:
e 1gG-Detektion VP-N und VPC (NS1 und VP-1 S reagieren ggf. schwach mit)
e IgM-Detektion VP-N und VPC.

Abstoppen der Reaktion

Nachdem die Substratlésung abgesaugt wurde, erfolgte eine dreimalige Waschung der
Streifen mit deionisiertem Wasser. Im AnschluBB wurden die Streifen mit einer Plastik-
pinzette aus dem Wasser entnommen und fir ca. zwei Stunden zwischen zwei Lagen
saugfahiges Papier gelegt. AnschlieBend konnten die Streifen auf den Auswertebogen

gelegt und die Ergebnisse protokolliert werden.

4.5.4 Auswertung

lgG Schwachpositiv Kontrolle

Folgende Banden sind zu sehen: Reaktionskontrolle, VP-N, VPC (NS1 und VP1S
kébnnen schwach reagieren). Die Bewertung der Intensitat der VP-N und VPC Bande
orientiert sich an der entsprechenden Bande der Schwachpositiv Kontrolle.

IGM Schwachpositiv Kontrolle

Es sollten folgende Banden zu sehen sein: Reaktionskontrolle, VP-N und VPC.

Die Bewertung der Intensitdt der VP-N und VPC Bande orientiert sich an der ent-
sprechenden Bande der Schwachpositiv Kontrolle. NS1 wird im IgM nicht bewertet.

Negativ Kontrolle (lgG und IgM)

Die Negativ Serumkontrolle zeigt keine Banden auf den Streifen. Lediglich etwa 2-6 mm
unterhalb der aufgebrachten Streifennummer muss die Reaktionskontroll-Bande
sichtbar werden, die bei jeder Probe auftritt und als Kontrolle der Kkorrekten

Testdurchflhrung dient.
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4.6 Bestimmung der Parvovirus B19-DNA mittels real-time PCR Tagman
4.6.1 Allgemeines Verfahren

Die Tagman-PCR Methode basiert auf dem 5'-Nuklease-Assay. Ein fluoreszenz-
markiertes Oligonukleotid, auch TagMan-Sonde oder Hydrolyse-Sonde genannt, bindet
sich spezifisch an die zu amplifizierende Sequenz. Die freiwerdende Fluoreszenz
wahrend der Spaltung der Ampli-Tag-Polymerase Uber die 5°> 3" - Exonukleaseaktivitat
kann mit einem Sequence-Detektor gemessen werden. Der Sequence-Detektor besteht
aus einem Thermocycler (Gene Amp PCR System 97000) sowie einem mit allen
ReaktionsgefaBen verbundenen Lasersystem (Argonlaser), das mittels eines

integrierten Computersystems die Fluoreszenz periodisch messen kann.

Virale Nukleinsduren wurden aus 200 pl aus jedem Probenserum mit QIAamp Blodd Kit
(Quiagen) isoliert. Die entstandene Ldésung von 100 ul wurde sofort weiterverwendet
oder bei -20°C gelagert. Die initial verwendete quantiative PCR (GeneAmp PCR
System 2400, Perkin-Elmer Applied Biosystems) basiert auf der Verwendung des
5 Primers 5 -AGCATGACTTCAGTTAATTC-3'sowie des Digoxingenin belegten
3 Primers 5 -GCTAAAGTATCCTGACCTTG-3" (nts 3122-3141 und 3617-3636, M
13178) welches ein Genomsegment von 515 Nukleotiden, die aus der VP1-Region des

Parvovirus B19/Genotyp 1 abgeleitet werden, amplifizieren kann.

Die DNA-Amplifikatoren wurden durch ein biotinmarkiertes Oligonukleotid erfasst.
(5°-TAGTGCTAACTCTGTAACTTGTACATTTTCCAGACAGTT-3', nts 3217-3255). Fir
die quantitave PCR-Vervielfaltigung des NS1-codierenden Bereiches wurde das ABI
Prism 7700 Sequence Detection System (Perkin EImer-Applied Biosystems) verwendet.
Zur Erfassung der Parvovirus B19-Gene 1-3 wurde die bestehende TagMan PCR (Von
Landenberg P 2003), die auf der Verwendung von Primern far PA-1 und PA-2 sowie
Proben fiir die Vervielfaltigung des NS1-codierenden Bereiches des Parvovirus B19
Genotyps 1 basiert, durch die Proben P2 und P3 zur Erfassung des Genotyps 2 und 3
ersetzt (siehe Tabelle Il). Die Genotypen 2 und 3 bilden Nukleotidvarianten von 3 und 4
ab. Die drei Proben wurden mit FAM (6-Carboxyfluoreszin) am 5und TAMRA
(6-Carboxyltetramethylrhodamin) am 3 Ende gekennzeichnet. Primer und Proben

stammen aus Metabion (Minchen, Deutschland) und Eurogentec (Seraing, Belgien).
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4.6.2 Verwendete Verdliinnungen in der Vervielfaltigungsreaktion

50 mM KCl

e 10 mM Tris-HCI (pH 8,3)
e 6 mM MgCl

e 200 uM dNTP

e 300 nM Primer PA-1

e 50 nM Primer PA-2

e Proben P1, P2, P3 als Mischung mit insgesamt 300 nM (100 nM fUr jede
Probe)

« 1,25 U AmpliTaq Gold Polymerase
o 5ul DNAin 50 pl Reaktionsvolumen

4.6.3 Durchfiihrung

Die Auswertung entsprach dem Internationalen Standard fir Parvovirus B19 99/800
(National Institue for Biological Standards and Contro, Potters Bar, UK). Dabei enthalten
10° U/ml 6-8 x 10° geg/ml des Parvovirus B19 Genotyps 1. Das Genom des Parvovirus
B19 , Genotyp 2/ Berlin (AJ717293) wurde in zwei Teile geklont, die den NS1- und VP1-
codierenden Bereich entsprechen (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland). Die virale DNA
wurde aus 200 pl Serum mittels QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen) isoliert. Finf pl der
Lésung wurden fir die Amplifikation der NS1- und VP1-codierenden
Sequenzen verwendet. Das Klonen des NS1-Gens wurde mittels Primer 5'-
ATTAGAATTCCCCATGGAGCTATTTAG-3 und 5 -TTTTAAGCTTTTACTCATAATCTAC-
3" durchgefiihrt. Das VP1-Gen wurde mit Verwendung des Primers
5-TTGAATTCATGAGTAAAGAAAGTGGCAA-3’

sowie 5 -TTTTTTTAAGCTTTTACAATGGGTGAACG-3" geklont. Beide Primersets
fihrten zu den Restriktionsenzymen fir Eco Rl und Hindlll. Die resultierenden

Fragmente wurden durch EcoRI und Hindlll verdaut und in die korrespondierenden
Vektorbereiche  pFast-BAC1 mit pFastBac-NS1/gt2 (nts 377-2392) und
pFastBac-VP1/gt2 (nts 2385-4730) Uberfihrt. Das Plasmid pcDNA2.1, das sich fast
Uber das gesamte Genom des Parvo-virus B19 / Genotyp 3 erstreckt, wurde von
A.Garbarg-Chenon (Laboratoire de virologie, Hospital Armand Trousseau, UFR
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Saint-Antoine, Paris, France) zur Verfligung gestellt. Serielle Verdlinnungen der
Plasmide wurden zur Festsetzung der quantitativen PCR zur Detektion der Genotypen

2 und 3 verwendet.

4.7 Statistik

Bei der statistischen Auswertung des Auftretens von AT1-Autoantikdrpern sowie sFlt-1
im Vergleich der Gruppen von praeklamptischen Patientinnen und gesunden
Schwangeren insgesamt und in verschiedenen Zeitfenstern der Schwangerschaft fand
der Students-t-Test bei normalverteilten Daten Anwendung. Mithilfe des
McNemar-Testes wurde die AT1-Autoantikbrper-Positivitat bzw. -Negativitat als Paar-
kombinationen in der Praeklampsie- und Kontrollgruppe verglichen. Der Students-t-Test
wurde ebenfalls bei der Verteilung der AT-1-Autoantikdrper-Aktivitat der verschiedenen
Autoantikdrperstadien von Parvovirus B19 angewendet. Als signifikant sind alle p-Werte
< 0.05 definiert. Die Daten werden als Mittelwerte mit +/- Standardabweichung

angegeben.
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5 Ergebnisse

5.1 Das Studienkollektiv

Insgesamt wurden 30 Patientinnen mit Praeklampsie sowie 30 normotensive
Schwangere in die Studie eingeschlossen. Das Alter der Frauen lag zwischen 19 und 40
Jahren, im Durchschnitt bei 30.6 +/- 5.4 Jahre bei den Kontrollen und zwischen 19 und
38 Jahren, im Durchschnitt bei 30.3 +/- 5.7 bei den Praeklampsien. Unter 27 SSW
wurden in beiden Gruppen jeweils neun Frauen, im Zeitfenster von 28-33 SSW 15 und
Uber 34 SSW sechs Patientinnen eingeschlossen. Der Anteil der Erstgebarenden lag in
der Fallgruppe bei 67%, bei den Kontrollen bei 73%. Es bestanden hinsichtlich der
genannten Parameter keine signifikanten Unterschiede. Die Messungen von Blutdruck
und Proteinurie fielen dem Krankheitsbild definitionsgemaB unterschiedlich aus. Die
durchschnittlichen Blutdruckwerte lagen in der Fallgruppe bei systolisch 162.5 +/- 16.4 /
diastolisch 106.9 +/- 8.6 mmHg. Im Vergleich zeigte die Kontrollgruppe normotensive
Werte von durchschnittlich systolisch 114.4 +/- 9.4 / diastolisch 66.5 +/- 16.1 mmHg. Die
Proteinurie war bei den praeklamptischen Frauen dreifach positiv, bei den gesunden
Schwangeren durchgehend negativ. Bei sechs Frauen der Kontrollgruppe erfolgte
aufgrund von Beckenendlagen oder anderen geburtshilflichen Griinden eine Sectio
caesaria. In der Praeklampsiegruppe wurden in 80% der Félle Sectio caesarea
durchgefiihrt. Das Geburtsgewicht lag bei durchschnittich 1489 +/- 832 g. In der
Kontrollgruppe ergab sich ein durchschnittliches Geburtsgewicht von 3198 +/-105 g. Die
Merkmale des Studienkollektivs sind in Tabelle 1 zusammengefaBt.
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Patienten-Merkmale Praeklampsie Kontrollen P-Wert
(n=30) (n=30)
Maternales Alter (Jahre) 30.3#5.7 30.6£5.4 P=0.87
Gestationsalter (SSW) 30.5¢4.5 30.644.5 P=0.96
<27 9 (30%) 9 (30%) P=1
28-33 15 (50%) 15 (50%) P=1
> 34 6 (20%) 6 (20%) P=1
Erstgebdrende n (%) 20 (67%) 22 (73%)  P=0.58
Sectio caesaria n (%) 24 (80%) 6 (20%) P<0.05
Geburtsgewicht (g) 14891832 31981105 P<0.0001
SBD (mmHg) 162.5+16.4 114.449.4  P<0.0001
DBD (mmHg) 106.9+8.6 66.5+16.1  P<0.0001
Proteinurie (Stix) 3+++ negativ

Tabelle1:
Die Tabelle zeigt die Charakteristika der in die Studie eingeschlossenen Patienten, einzeln aufgefihrt

nach Patientinnen mit Préeklampsie und gesunden Schwangeren . Die Daten werden als Mittelwert

+/- Standardabweichung angegeben. SBD= Systolischer Blutdruck, DBD=Diastolischer Blutdruck

5.2 Das Auftreten von AT1-Autoantikorpern

Die Erhéhung der Kontraktionsrate im Bioassay von neonatalen Kardiomyozyten von
Ratten betrug bei den Patientinnen mit Praeklampsie 13.7 +/- 8.9 ASchlage/Minute. Die
Messungen im Bioassay erreichten 5.2 +/- 9.4 ASchlage/Minute bei den gesunden
Schwangeren. Der p-Wert liegt bei p= 0.0004. Von den 30 praeklamptischen
Patientinnen lagen 21 Gber dem Trennwert von > 7.2 ASchlage/Minute und gelten somit
definititonsgeman als AT1-Autoantikérper positiv. In der Kontrollgruppe erreichte die
Kontraktionsrate im Bioassay bei sechs Frauen, entsprechend 20%, Werte Gber dem
Trennwert. Bei 80% der gesunden Schwangeren lag eine AT 1-Autoantikérpernegativitat
vor (siehe Abbildung 1). Werden mittels des McNemar-Tests die exakten Paare, also

positiv getestete Patientinnen mit Praeklampsie und negativ getestete gesunde

44



Schwangere in Beziehung gesetzt, wird diese Kombination in 57% der Paare erreicht,
nur zwei Paare stimmten nicht Uberein. Der p-Wert liegt hierbei bei p<0.05 (siehe Tabel-
le 2).

Das Gestationsalter der Studienteilnehmerinnen wurde in drei Zeitfenster eingeteilt:
< 27 SSW, 28-33 SSW sowie = 34 SSW. In der Gruppe < 27 SSW lagen die Werte des
Kontraktions-Bioassay bei 11.3 +/- 3.6 ASchlage/Minute bei Schwangeren mit Pra-
eklampsie. Die Messungen der normotensiven Frauen ergaben Werte von 3.1 +/- 2.5
Schlage/Minute (n=9). Bei den gesunden Schwangeren wurden zwei Frauen positiv
getestet. In den SSW 28-33 konnten die Patientinnen mit Praeklampsie signifikant von
den normotensiven Schwangeren unterschieden werden. Die Messungen liegen bei
12.5 +/- 2.2 ASchlage/Minute bei den Erkrankten, bei 5.2 +/- 2.2 ASchlage/Minute bei
den Gesunden. Von 15 Patientinnen lagen elf Gber dem Trennwert. In der Kontrollgrup-
pe wurden vier von 15 positiv fir den AT1-Autoantikdrper gefunden. In der dritten Grup-
pe, = 34 SSW, betrugen die Werte im Kardiomyozytenkontraktionsbioassay bei den
praeklamptischen Patientinnen 20.2 +/- 1-2 ASchlage/Minute im Vergleich zu 5.1 +/- 4.7
ASchlage/Minute bei den gesunden Schwangeren (n=6).
In dieser Gruppe waren alle an Praeklampsie Erkrankten
AT1-Autoantikérper positiv. In der Kontrollgruppe lagen alle Patientinnen unter dem
Grenzwertlevel und gelten somit als AT1-Autoantikbrper negativ. Der p-Wert betragt
> 0.05 (siehe Abbildung 2).
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Abbildung 1:

Die Abbildung zeigt die Kontraktionsrate der AT1-Autoantikérper im Kontraktionsbioassay neona-
taler Rattenzellen in ASchlage/Minute als Saulendiagramm. Der Trennwert liegt bei
7,2 ASchlage/Minute. Seren von praeklamptischen Patienten haben signifikant hohere
Kontraktionsraten im Vergleich zu den Serummesswerten der gesunden Schwangeren.
Signifikanzen sind mit * gekennzeichnet. Die Daten werden als Mittelwerte +/- Standard-

abweichung angegeben.

Kontrollen

AT1-AA - | AT1-AA + | Gesamt
o AT1-AA £ = °
g e -23% 7% -30%
= 17 4 21
= AT1-AA+ | 579 13% | -70%
i 24 6 30
[ E

Gesamt
-80% -20% -100%

Tabelle 2:

Die Tabelle zeigt die Verteilung der AT1-Autoantikérper als Paarkombinationen beziiglich des Auf-
tretens von AT1-Autoantikorper in der Praeklampsie- und Kontrollgruppe. Statistisch wird der
McNemar-Test zugrunde gelegt. 70% der praeklamptischen Patientinnen lagen iliber dem Trenn-
wert. In der Kontroligruppe dagegen lagen 20% liber dem Trennwert von 7,2 ASchldge/Minute.
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Gestationsalter(ssw) <27 28-33 >34
AT1-AAvorhanden 4/9 2/9 1115 4/15 6/6 0/6
(liber Trennwert)
Abbildung 2:

Die Abbildung zeigt die Verteilung der Kontraktionsrate der AT1-Autoantikérper im Kontraktions-
bioassay neonataler Myokardzellen von Ratten in drei unterschiedlichen Zeitfenstern der
Schwangerschaft. In allen Zeitfenstern lagen die AT1-Autoantikérper-Konzentrationen der
praeklamptischen Patientinnen héher als bei den Kontrollen. Bei der spaten Form der
Praekklampsie lag die groBte Unterscheidungsrate von 100% vor. In der Gruppe von
praeklamptischen Patientinnen unter 27 SSW wurden vier von neun Patientinnen AT1-
Autoantikérper positiv getestet. Der Trennwert lag bei 7,2 ASchlage/Minute. Mit * sind Signifikan-

zen angegeben. Die Daten werden als Mittelwerte +/- Standardabweichung angegeben.
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5.3 Das Auftreten von sFlt-1

Im Vergleich zu den AT1-Autoantikdrpern gelang mittels sFlt-1-Bestimmung eine
deutlichere Unterscheidung von praeklamptischen Patientinnen und gesunden
Schwangeren. Die durchschnittlichen Werte von sFlt-1 lagen bei den Patientinnen mit
Praeklampsie bei 7.96 +/- 3.86 ng/ml. In der Kontrollgruppe wurden Durchschnittswerte
von 1.05 +/- 1.72 ng/ml gemessen. Der p-Wert liegt unter 0.001. In allen drei Zeit-
fenstern lagen die sFlt-1 Werte bei den praeklamptischen Frauen hdher als bei den
gesunden Schwangeren. Es ergaben sich keine Unterschiede in den sFlt-1 Werten von
AT1-Autoantikérper positiven bzw. —negativen praeklamptischen Patientinnen. Dies gilt
ebenfalls fir die normal verlaufenden Schwangerschaften (siehe Abbildungen 3+4).
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Praeklampsie Kontrollen
Abbildung 3:

Die Abbildung zeigt die Verteilung von sFlt-1 in ng/ml zwischen an Praeklampsie Erkrankten und
gesunden Schwangeren.

Patienten aus der Praeklampsiegruppe hatten signifikant erhéhte sFlt-1 Konzentrationen
verglichen mit den der SSW entsprechenden Schwangeren der Kontroligruppe.
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Abbildung 4:

Die Abbildung zeigt die Messergebnisse von sFit-1 in ng/ml im Balkendiagramm. Die Paare
werden in drei verschiedenen Zeitfenstern der Schwangerschaft, <27 SSW, zwischen 28-33 sowie
234 SSW abgebildet. Sterne * zeigen Signifikanzen. In allen Zeitfenstern waren die sFlt-1-Werte bei
den Patientinnen mit Praeklampsie hoher als bei den normotensiven Schwangeren. Die héchste
Unterscheidungsrate war in der frithen Form der Praeklampsie zu finden. Der p-Wert liegt bei
<0,05.
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5.4 Der Antikérperstatus von Parvovirus B19 mit Bezug zu
AT1-Autoantikorpern

Um den Zusammenhang von Parvovirus B19-Infektionen und dem AT1-Autoanti-
kérperstatus zu ermitteln, wurde ein Antikbrper gegen das Strukturprotein VP2 des
Parvovirus B19 (Geschenk von S. Modrow) im Kardiomyozytenkontraktionsassay
getestet. Der anti-VP2-Antikdrper war in der Lage, die Kontraktionsrate zu erhéhen. Das
Phanomen konnte durch die Gabe von Losartan bzw. dem Bindungsstellenpeptid
AFHYESQ unterdriickt werden (siehe Abbildung 5).

Der komplette Antikérperstatus des Patientenkollektivs wurde analysiert (siehe Tabelle
3). Eine akute Infektion konnte bei allen Frauen durch den fehlenden DNA-Nachweis
sowie nicht detektierbare IgM-Antikérper ausgeschlossen werden. Die Immunantwort
gegen VP2, NS1 und VPC verhielt sich anhand unserer Messungen in beiden Gruppen
ahnlich. 17 Patientinnen der Praeklampsiegruppe und zwdlf in der Kontrollgruppe hatten
positive Antikdrper gegen VP2. Gegen VPC ergaben die Messungen drei positive
Patientinnen bei den Praeklampsien sowie vier bei den gesunden Schwangeren. NS1
positive Antikdrper wurden bei zwei in der Gruppe der an Praeklampsie Erkrankten und
einer Patientin in der Gruppe der normotensiven Schwangeren nachgewiesen. Im
Immunoblot zeigten in der Praeklampsiegruppe zwdlf Patientinnen eine Immun-
reaktivitat, sieben eine schwache und elf keine. In der Kontrollgruppe wurde die Immun-
reaktivitat bei acht Frauen nachgewiesen, schwach bei flinf und nicht vorhanden bei 17.
Bei den Untersuchungen von Seren Schwangerer mit positiven Immunglobulinen er-
hohte sich die Kontraktionsrate der Kardioymyozyten im Bioassay signifikant. Der
gemessene Unterschied von 18.5 +/- 2.1 ASchlage/Minute versus 5.2 +/- 1.8
ASchlage/Minute war statistisch signifikant (p-Wert 0.05). Bei denjenigen Patientinnen
mit erhdhter Kontraktionsrate im Bioassay konnte kein IgG gegen NS1 als wahr-
scheinlicher Hinweis auf eine erfolgreiche Viruselimination nachgewiesen werden.
Ebenso wurde kein IgG gegen VPC detektiert, was dafiir spricht, dass der Infektions-
zeitpunkt I&nger als sechs bis neun Monate zuriickliegt. Diese Patienten zeigten keine
Immun-reaktivitdt gegen Parvovirus B19 im Immunoblot. Betrachtet man den Trennwert,
waren 82% in dieser Gruppe AT1-Autoantikdrper positiv. 28% derjenigen mit positiven
Immunglobulinen gegen VPC und NS1 sowie einer vorhandenen Immunreaktivitat

hatten positive Antikérper (p>0.05) (siehe Abbildung 6).
50



T 25-
=
=
S
o 204
o
Hy
=
& 15-
=
£ 10-
2
< *
: 9] *
<
=
<
VP2-AK VP2-AK VP2-AK
+ Los + AFHYESQ
Abbildung 5:

Die Abbildung zeigt die Erhéhung der Kontraktionsrate im Kontraktionsbioassay neonataler
Myokardzellen von Ratten iiber den Grenzwert von 7,2 ASchlage/Minute des VP2 des Parvovirus
B19. Durch Losartan (Los) bzw. AFHYESQ-Bindungspeptid wurde die Wirkung unterdriickt. Im
Vergleich beider Interventionsgruppen mit der VP2-Antikérper-Gruppe ergibt sich eine Signifikanz
von Balken 1 (VP2-AK) versus Balken 2 (VP2-AK + Los) sowie Balken 1 (VP2-AK) versus Balken 3
(VP2-AL + AFHYESQ). Sternchen * geben Signifikanzen an. Der p-Wert liegt < 0,05.
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Parvovirus B19 Protein / DNA

Praeklampsie Kontrollen

VP2

Positiv 17 (59%) 12 (41%)

Negativ 12 (41%) 17 (59%)

VPC

Positiv 3 (11%) 4 (14%)

Negativ 25 (89%) 24 (86%)

NS1

Positiv 2 (12%) 1 (4%)

Negativ 27 (88%) 26 (96%)

Parvovirus B19 DNA

Positiv 0 (0 %) 0 (0 %)

Negativ 30 (100%) 30 (100%)

igM

Positiv 0 (0 %) 0 (0 %)

Negativ 30 (100%) 30 (100%)

Aviditat

IPositiv, hoch 12 (40%) 8 (27%)

IPositiv, niedrig 7 (23%) 5 (17%)

Negativ 11 (37%) 17 (56%)
Tabelle 3

Die Tabelle gibt den Immunstatus von Parvovirus B19 des Studienkollektivs, unterteilt in
Patientinnen mit Praeklampsie und gesunde Schwangere an. Das Immunglobulin M sowie auch
der Nachweis von Parvovirus B19- DNA war bei allen Studienteilnehmern negativ. 17 pra-
eklamptische Frauen und zwoélf gesunde Schwangere zeigten positive Antikérper gegen VP2. Ein
Nachweis von Antikérpern gegen VPC ergab drei positive Patientinnen in der Praeklampsiegruppe
und vier in der Kontroligruppe. NS1-positive Antikdrper wurden bei zwei Frauen in der Pra-
eklampsiegruppe und einer Patientin in der Kontrollgruppe nachgewiesen. Im Immunoblot zeigten

zwOlf Patientinnen mit Praeklampsie eine Immunreaktivitit, sieben eine schwache und elf keine. In
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der Kontrollgruppe wird die Immunreaktivitat bei acht Frauen nachgewiesen, bei fiinf Frauen ist

sie schwach, bei 17 negativ.
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Abbildung 6

Die Abbildung zeigt die Kontraktionsrate im Kontraktionsbioassay neonataler Myokardzellen von
Ratten derjenigen Patienten mit positiven Antikérpern gegen VP2, was fiir eine Infektion in der
Vergangenheit spricht. Diejenigen Patienten ohne Vorkommen von VPC und NS1, was fiir eine
erfolgreiche Viruselimantion und langer zuriickliegende Infektion spricht, zeigen signifikant hdhe-
re Kontraktionsraten als diejenigen mit VPC und NS1. Die Gruppe der kiirzlich Infizierten lag unter
dem Trennwert von 7,2 ASchldage/Minute. Sternchen * geben Signifikanzen an.
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6 Diskussion

6.1 Das Auftreten von AT1-Autoantikorpern

Die Untersuchungen von Seren 30 praeklamptischer Frauen und 30 gesunder
Schwangerer erbrachte das zentrale und wichtige Ergebnis eines signifikant héheren
AT1-Autokérpernachweises bei denjenigen Frauen mit Praeklampsie. Eine Erhéhung
der Kontraktionsrate im Bioassay von neonatalen Ratten Uber den Trennwert-Bereich
von >7,2 ASchlage/Minute konnte bei 21 Patientinnen gemessen werden. Dies ent-
spricht definitionsgeman einer AT1-Autoantikdrperpositivitat in 70% der Praeklampsie-
falle.

Dagegen wurden 80% der Kontrollpatientinnen negativ getestet. Nur sechs der
gesunden Schwangeren lagen Uber dem Grenzwertlevel von 7,2 ASchlage/Minute. Die
Unterscheidung von Erkrankten und Gesunden gelang in héheren SSW praziser. Im
Zeitfenster Uber 34 SSW waren 100% der Patientinnen mit Praeklampsie
AT1-Antikérperpositiv. Auch die im Zeitraum von 28-33 SSW gemessenen Proben
ergaben signifikante Unterschiede zwischen praeklamptischen Frauen und normo-
tensiven Schwangeren. Unter 27 SSW waren vier von neun Patientinnen mit Pra-
eklampsie AT1-Autoantikdrperpositiv. Diese Resultate stehen in Einklang mit Zhou et al.
2008, die im Tiermodell zeigen konnten, dass AT 1-Autoantikdrper praeklampsietypische
Symptome wie Bluthochdruck, Proteinurie, glomerulare Endotheliose, Plazenta-
stérungen sowie wachstumsverzégerte Feten hervorrufen kénnen. Mechanismen einer
moglichen Beteiligung von AT1-Autoantikdrpern Gber die Induktion von oxidativem
Stress, inflammatorischen Prozessen oder Verdnderungen der Genexpression mit
Auswirkungen auf die immunologischen Reaktionen demonstrieren Arbeiten von
Dechend R 2003 und Thway TM 2004. Weitere Studien von Xia Y 2002, Bobst SM
2005, Walther T 2005 zeigen verminderte Trophoblasteninvasion sowie Nieren-
schadigungen mit konsekutiver Proteinurie als AT1-Autoantikérperinduzierte
praeklampsiecharakteristische Auswirkungen. Eine klinische Studie von Siddiqui und
Mitarbeitern bekraftigt das Auftreten von AT1-Autoantikdrpern bei Praeklampsie. In der
Praeklampsiegruppe wurde bei 95% AT1-Autoantikdrper-Aktivitdt nachgewiesen. Die
Hoéhe des AT1-Autoantikérper-Titers verhadlt sich proportional zur Schwere der

Erkrankung. Bei den 27 Frauen mit schwerer Praeklampsie wurden die hchsten Werte
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gemessen. In dieser Gruppe korrelierten die AT1-Autoantikdrper-Konzentrationen mit
Bluthochdruck, Proteinurie sowie sFlt-1-Level. Unterschiede zwischen friih und spat
auftretender Form wurden nicht festgestellt. Im Unterschied zu dem fir unsere Mess-
erhebungen verwendeten Myozytenkontraktionsassay gelang die Detektion der
AT1-Autoantikérper in dieser Studie mittels eines NFAT-Luciferase Bioassays. Die
antikbrpervermittelte Aktivierung der Luciferaseaktivitdt der CHO.AT 1luc-Zellen konnte
auch hierbei durch Rezeptorblocker (Losartan, AFHYESQ) gehemmt werden. Die
Aktivitat wird in % Ober der Basalaktivitat von 9 +/- 3 bei normotensiven Patientinnen
angegeben. Mit dem Assay wird eine hohe Sensitivitat erreicht (Siddiqui AH 2010 ).
Zum jetzigen Zeitpunkt gestaltet sich der Nachweis von AT1-Autoantikbrpern noch
ungeeignet fir die tagliche klinische Routine. GroBe Praeklampsiepopulationen wurden
bisher auf die Frage der AT1-Autoantikérperfunktion nicht untersucht. Eine aktuelle
Studie aus Mexiko mit 525 Schwangeren (99 Gesunde, 96 mit milder Praeklampsie, 330
mit  schwerer  Préeklampsie) fand keinerlei =~ Zusammenhang  zwischen
AT1-Autoantikbrpern und Praeklampsie (Leafos-Miranda A 2010). Als Nachweis-
methode wurde ein neuer Bioassay verwendet, der mit embryonalen Nierenzellen von
transgenen Ratten flr AT1Rezeptor und NF von aktivierten T-Zellen im Luciferasetest
die Antikérper bestimmt. Der Luciferasetest mit CHOC wurde als Referenz benutzt.
Inwieweit die Ergebnisse mit der Nachweismethode oder genetischen und umwelt-
bedingten Faktoren zusammenhangen, muissen weitere Untersuchungen klaren.
Ebenso fallt aufgrund der teilweise noch unterschiedlichen Kategorisierung und
Definitionskriterien der Erkrankung die Charakterisierung der Studienteilnehmer
eventuell unterschiedlich aus.

Unsere Studie, die relativ wenig Fallzahlen bietet, aber dennoch die erste Untersuchung
dieser GréBenordnung in Anwendung des beschriebenen Bioassays darstellt, konnte
zeigen, dass eine Unterscheidung von Praeklampsie- und Kontrollpatientinnen mittels
der Bestimmung von AT1-Autoantikdérpern méglich ist. Trotzdem stellt sich die Frage,
warum 20% der Kontrollen positiv fir die Antikérper getestet wurden und bei 30% der
Praeklampsiepatientinnen das Ergebnis negativ ausfiel. In den Unter-suchungen von
Siddiqui  und  Mitarbeitern lag bei der Halfte der normotensiven
Patientinnen die durchschnittliche Stimulation bei 14+/-3 % Uber der basalen Aktivitat.
Dies war zwar deutlich geringer als bei den praeklamptischen Frauen, aber die Ubrige
Halfte zeigte keinerlei Aktivitat. Falsch positive ermittelte Ergebnisse missen in beiden
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Studien in Betracht gezogen werden. Die hohe Sensitivitat des Luciferase Bioassays
mag dabei eine Rolle spielen. Zwei normotensive Frauen hatten dagegen eine hohe
AT1-Antikérper-Aktivitat. Dass auch bei Frauen mit unkompliziertem Schwangerschafts-
ausgang AT 1-Autoantikérper vorkommen kénnen, zeigen die Messungen von Walther et
al. Sie gingen der Frage nach dem Auftreten von AT1-Autoantikdrpern als méglichen
pradiktiven Faktor bei Frauen mit pathologischen Dopplerwerten der Ateriae uterinae
nach (Walther T 2005). Die Messung des uteroplazentaren Widerstands stellt eine
noninvasive Methode dar, die Qualitat der Trophoblasteninvasion zu ermitteln (Chien PF
2000). Bereits im zweiten Trimester wurden AT 1-Autoantikérper bei 80% der Frauen mit
spaterer Entwicklung von Praeklampsie nachgewiesen. Bei Frauen, die wachstums-
verzdgerte Kinder zur Welt brachten, lag die Konzentration der AT1-Autoantikérper bei
60%, bei denjenigen mit normalem Schwangerschaftsausgang bei 62% (Walther T
2005). Lamarca et al. berichten in ihren tierexperimentellen Untersuchungen an
schwangeren Ratten von einem Zusammenhang zwischen AT1-Antikérpern und
plazentarer Ischamie bei reduziertem uterinem Perfusionsdruck. Ein erhéhter mittlerer
arterieller Druck (MAD) stand mit héheren zirkulierenden TNF-a-Werten und einer damit
assoziierten erhdhten AT1-Autoantikérper-Produktion in Zusammenhang. Die Gabe
eines AT1-Rezeptorantagonisten konnte den Blutdruck sowohl ischamiebedingt als
auch TNF-a induziert, senken (LaMarca B 2008). Untersuchungen von lIrani et al.
zeigen eine AT1-Rezeptorvermittelte Induktion von TNF-a sowie in deren Folge erhdhte
sFlt-1 und soluble Endoglin-Werte sowie eine verstarkte Apoptose in Plazentabiopsien
(Irani RA2010) .

Ein mdglicher Mechanismus der Bluthochdruckenstehung durch AT1-Autoantikdérper
kénnte die vermehrte Bildung von Endothelin-1 sein. Im Rattenmodell mit erhéhten AT1-
Autoantikdrper-Konzentrationen entwickelte sich ein erhéhter MAD. Die Erh6hung war
mit einer verstarkten Bildung von ET-1 vergesellschaftet. Der Blutdrucksenkung gelang
durch Gabe eines Endothelin-Rezeptorantagonisten (LaMarca B 2009). Im Falle
unserer Studie liegen keine Daten zu Doppleruntersuchungen der Patientinnen vor.
Ebenso kann die Dauer der AT1-Autoantikbrper-Prasenz nicht beurteilt werden, wobei
erst kdrzlich gebildete Antikdrper mobglicherweise nicht ausreichend lang vorhanden
waren, um Symptome zu verursachen. AT 1-Autoantikdrper sind nicht spezifisch fir die
Praeklampsie. Untersuchungen von Dragun et al konnten AT1-Autoantikbrper bei 16
von 33 Patienten mit AbstoBungsreaktionen nach Nierentransplantation nachweisen.
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Alle hatten malignen Bluthochdruck sowie keine anti-HLA-Antikérper. Der TF war in den
Nierenbiopsien der Patienten mit Antikbrpernachweis erhdht. Die in vitro Stimulation mit
AT1-Autoantikérpern induzierte die ERK-1 / -2- Kinase und erhdhte die DNA Bindungs-
aktivitat fr die Transkriptionsfaktoren von Protein 1 (AP-1) und dem Nuklearfaktor kB.
Losartan zeigte eine hemmende Wirkung. Der passive Antikdrpertransfer induzierte
eine Vaskulopathie sowie Hypertension im Nierentransplantationsmodell von Ratten
(Dragun D 2005). Die Patienten mit AT1-Autoantikbrpern zeigten bereits vor der
Transplantation eine Erhéhung der Schlagzahl im Kardiomyozytenbioassay. Von den
Teilnehmerinnen unserer Studie liegen keine Informationen Uber das Vorhandensein

von AT 1-Autoantikérpern vor der Schwangerschaft vor.

Hubel et al. untersuchten das Vorkommen von AT1-Autoantikbrpern bei Frauen nach
stattgehabter Praeklampsie. Nach 18 +/- 9 Monaten hatten 17,2 % der Praeklampsie-
patientinnen noch AT1-Autoantikdrper im Blut im Vergleich zu 2,9 % bei den normal
verlaufenden Schwangerschaften (Hubel CA 2007). Diese Ergebnisse tragen ebenso zu
der vermuteten Beteiligung von AT1-Autoantikbrpern an kardiovaskularen Stdrungen
bei. Obwohl einige Stimuli zur Bildung von AT1-Autoantikdrper bekannt sind, bleiben der
Ursprung, der Zeitpunkt ihrer Bildung, die im Detail erklarbare Funktionsweise sowie die
weiteren EinfluBfaktoren mit genauen Wirkmechanismen ungeklart. Untersuchungen
zur Entstehung und Vorkommen in gréBeren Patientenkohorten mit Beachtung von
Dopplerwerten und Blutuntersuchungen vor der Schwangerschaft kdnnten weitere
Hinweise auf die Bedeutung des Antikérpers geben. Studien, die die Hemmungs-
mechanismen der Antikdrperproduktion untersuchen, kénnten das Wissen im patho-
physiologischen Geschehen erweitern. Ein besseres Verstéandnis fur Bildung und
Wirkungsweise kann zu neuen therapeutischen Anséatzen fihren bzw. als Marker in der

frihzeitigen Diagnostik hilfreich sein.

6.2 Das Auftreten von sFlt-1

Die Messungen zur Pravalenz des antiangiogenen Faktors sFlt-1 zeigten im Ergebnis
durchgehend signifikant h6here Werte bei den Frauen mit Praeklampsie als bei den
normotensiven Schwangeren. Die Einteilung nach dem Auftreten der Praeklampsie
< 27 SSW, zwischen 28 und 33 SSW sowie > 34 SSW ergab in jedem Zeitfenster
erhéhte Werte gegentber den jeweiligen Kontrollen. sFlt-1 zeigte mit 96% eine bessere
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Trennschérfe als AT1-Autoantikdrper. Der Unterschied in der Anzahl der Menge des
zirkulierenden sFlt-1 war bei denjenigen Patientinnen mit frih auftretenden Pra-
eklampsien am gréBten. Mit dem weiteren Fortschreiten der Schwangerschaft wurde
der Unterschied im Hinblick auf den physiologischen Anstieg von sFlt-1 kleiner, die
Werte waren aber auch nach 34 SSW bei Frauen mit Praeklampsie
signifikant héher als bei den gesunden Schwangeren. Bei den Patientinnen mit spat
auftretenden Praeklampsien ergab die Messung der AT1-Autoantikdrper wiederum eine
bessere Unterscheidungsrate. Die Uberproduktion von sFlt-1 bei Frauen mit Préa-
eklampsie kann durch unzdhlige Studien bestatigt werden (Levine RJ 2004; Edi
Vaisbuch and David B. Cotton 2010; Siddiqui AH 2010 ; Verlohren S 2010 ). Bei
normotensiven Schwangeren stiegen die sFlt-1-Werte in den letzten beiden Monaten
der Schwangerschaft an, gegenlaufig sank der PIGF-Spiegel. Nach der Geburt fielen
die Werte ab (Maynard SE 2003; Levine RJ 2004). Bei den betroffenen Patientinnen
stiegen bereits zirka funf Wochen vor dem Beginn der Praeklampsie die
sFlt-1-Konzentrationen an. Eine gegenlaufige Erniedrigung der PIGF-Werte wurde
beobachtet (Levine RJ 2004). Die Erhéhung konnte sowohl bei Patientinnen mit Pra-
eklampsie als auch bei Schwangerschaften mit IUGR, pathologischer uteriner Perfusion
und konsekutiven Schwangerschaftspathologien festgestellt werden (Stepan H 2006).
Die Bestimmung von sFlt-1, neben sEng und PIGF, im Serum von Hochrisiko-
patientinnen fur Praeklampsie ergab deutliche angestiegene Werte von sFlt-1 und sEng
sowie einen Abfall des PIGF, jedoch keine nennenswerten Unterschiede zu den erho-
benen Werten in Normal-Risikopatientinnen (Jeyabalan A 2010). In Ubereinstimmung
mit unseren Daten ergeben die Studien zu sFlt-1 als diagnostischer Marker bessere und
deutlichere Ergebnisse flur die frihe Form der Praeklampsie, obgleich die sFlt-1 Werte
auch in diesen Messungen im Verlauf der gesamten Schwangerschaft bei den Patien-
tinnen mit Praeklampsie héher lag als bei den normotensiven Schwangeren (Stepan H
2007; Verlohren S 2010 ). Frih und spéat auftretende Formen der Praeklampsie sind
moglicherweise durch unterschiedliche morphometrische Plazenta- und GefaBverande-
rungen charakterisiert. Ausgehend davon zeigen sie Abweichungen im angiogenen Ver-
halten (Crispi F 2006; Egbor M 2006). Die plazentaren Veréanderungen sind bei der spa-
ten Form der Praeklampsie gering. Man geht davon aus, dass es sich bei der spaten
Form der Praeklampsie eher um eine maternale Stérung, bedingt durch genetische,
entziindliche oder metabolische Risikofaktoren, handelt. Da Schwangerschaft als Zu-

stand generalisierter Entziindung sowie als extreme kardiovaskulare Belastung ange-
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sehen wird, kdnnte dies flr vorgeschadigte Patientinnen als Folge den Ausbruch einer
spateren Praeklampsie bedeuten (Redman CW 1999). Powers et al dagegen stellen in
ihren Arbeiten fest, dass ein GroBteil der untersuchten Praeklampsiepatientinnen keine
erhdhten sFlt-Werte hatte. Angestiegene Werte wurden vor allem bei Frauen mit schwe-
rer Praeklampsie festgestellt. Der Abfall von sFlt-1 nach der Geburt geschah bei den
Erkrankten dennoch deutlich langsamer (Powers RW 2005). Die vielen Induktionsmdg-
lichkeiten flr sFlt-1 deuten sehr komplexe Mechanismen an, deren Analyse noch keine
abschlieBenden Zusammenhange und Ursachen erklaren kann. Weitere Studien zur
Ursachenforschung des angiogenen Ungleichgewichts mit seinen vielgestaltigen Wech-
selwirkungen anderer pathogenetischer Faktoren wie AT1-Autoantikdrper sollten weite-
ren AufschluB3 flr das Verstandnis des Entstehungsprozesses der Praeklampsie geben.
Uber weitere antiangiogene Faktoren wie soluble Endoglin wird in Zusammenhang mit
eingeschrankter Vasodilatation und Hemmung der Kapillarfunktion berichtet (Levine RJ
2006). Studien mit gréBeren Patientenkohorten und prospektivem Studiendesign sollten
folgen. Die Moglichkeit, sFlt-1 und PIGF sowie zusatzliche Faktoren wie sEng als dia-
gnostische Marker in der klinischen Routine flr den Patienten individuell zu nutzen
(Verlohren S 2010 ), 6ffnet neue Mdglichkeiten flr ein risikoadaptiertes ambulantes und
klinisches Managment zur Reduzierung der miutterlichen und fetalen Mortalitdt und
Morbiditat. Informationen zur Unterscheidung von Praeklampsie und anderen plazen-
taabhangigen Stérungen wie IUGR sowie die weitere Erforschung der Unterschiede von
fr0h und spat auftretenden Praeklampsien sowie anderen hypertensiven Schwanger-
schaftserkrankungen kénnten zusatzliche Hinweise auf die Pathophysiologie ergeben.
In tierexperimentellen Studien mit exogen zugefiihrtem VEGF und PIGF konnte der sFlt-
1 induzierte praeklamptische Phanotyp abgemildert werden (Li Z 2007; Suzuki H 2009).
Durch Senkung der sFlt-1-Konzentration mittels Plasmapherese gelang die teilweise
Rackbildung pra-eklamptischer Symptome mit Verldngerung der Schwangerschafts-
dauer (Thadhani 2011). Ausgedehntere Forschungsbemihungen zur Untersuchung der
therapeutischen Intervention und Wiederherstellung des angiogenen Gleichgewichts
geben den beschriebenen Faktoren eine besondere Bedeutung.

6.3 Der Zusammenhang von AT1-Autoantikérper und sFlt-1

In unserer Studie hatten Patientinnen mit Praeklampsie ohne Nachweis von AT1-

Autoantikdrper ahnlich erhéhte sFlt-Werte wie diejenigen mit positivem Testergebnis.
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Die damit einhergehende Interpretation einer fehlenden klinischen Interaktion wird auch
von Stepan et al beschrieben. Die dort untersuchten Frauen zeigten keine Korrelation
zwischen AT1-Autoantikérpern und sFlt-1. Die meisten praeklamptischen Patientinnen
hatten zwar in Anwesenheit von AT1-Antikérpern hohe sFlt-1-Werte, jedoch waren bei
Patientinnen mit eingeschrankter uteriner Perfusion, aber ohne weitere Schwanger-
schaftskomplikation die AT1-Autoantikdrper vorhanden, sFit-1 dagegen nicht zwangs-
laufig erhéht (Stepan H 2006). Auch die Studie von Siddiqui et al. zeigt im Einklang mit
unseren Ergebnissen, dass die im Patientenkollektiv an Praeklampsie Erkrankten im
Vergleich zu denjenigen mit Gestationshypertonus erhéhte sFlt-1-Werte hatten (Siddiqui
AH 2010). AT1-Autoantikérper konnten allerdings auch mit einer durchschnittlichen Sti-
mulation im Bioasssay bei den Frauen mit Gestationshypertonus ohne Praeklampsie
nachgewiesen werden. AT 1-Autoantikdrper verstarken die hypertensive Eigenschaft von
Ang Il, was die Symptomatik erklaren kann (Siddiqui AH 2010 ). Was den ursachlichen
Impuls zur Bildung der AT1-Autoantikdrper gibt und in welchen Fallen sich die Sympto-
matik zum Vollbild einer Praeklampsie mit EinfluB auf die sFlt-1-Bildung ausweitet,
bleibt ungeklart. Dass im Gegensatz zu unseren Resultaten AT1-Autoantikérper und
sFlt-1 in abhangiger Wechselwirkung zueinander stehen, zeigen Untersuchungen von
Zhou et al (Zhou CC 2007; Zhou CC 2008). Sie berichten von exzessiver autoanti-
kérperinduzierter sFlt-1-Produktion Uber zusatzlich aktivierte AT-1 Rezeptoren mit
konsekutiver Endothelschadigung. Im transgenen Rattenmodell mit praeklampsie-
typischen Symptomen wie Bluthochdruck, Albuminurie, histologischen Veranderungen
der Niere sowie atherosedhnlichen L&sionen der Spiralarterien im Plazentabett
(Dechend R 2005) dagegen konnten keinerlei Dysregulationen von sFlt-1 und VEGF
festgestellt werden. Die Werte von sFlt-1 und VEGF der transgenen Praeklampsieratten
wurden mit denen von gesunden Tieren verglichen und ergaben keine signifikanten
Unterschiede (Verlohren S 2008). Zusatzlich zu den AT1-Autoantikérpern kénnten
andere Faktoren zur verstarkten Bildung von sFlt-1 bei Praeklampsie beitragen und so
den fehlenden Zusammenhang zwischen sFlt-1 und AT1-Autoantikdrpern in unserer
Studie erklaren. Hypoxische Zustande der Plazenta, ausgelést durch unzureichende
Trophoblasteninvasion, defizienten Spiralarterienumbau sowie verminderte Perfusion
kénnen ebenfalls zur verstarkten Bildung von sFlt-1 beitragen. In der Arbeit von Nevo et
al konnte sowohl unter physiologisch bedingter, hbhenabhangiger als auch pathologisch
verursachter Hypoxie eine vermehrte Expression von sFlt-1 gemessen werden (Nevo O

2006 ). Dabei hat der Transkriptionsfaktor HIF-1 (hypoxia inducible factor-1) eine regu-
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latorische Funktion. Ebenso kann die vermehrte Bildung von Zytokinen der Plazenta
Ausdruck hypoxischer Zustéande sein. Der Tumornekrosefaktor —a (TNF-a) ist im Serum
praeklamptischer Frauen erhdht und fihrt konzentrationsabhéangig zu erhdéhten sFlt-1-
Konzentrationen in villésen Plazentaproben (Zhou CC 2008). Als weiterer immuno-
logischer EinfluBfaktor gilt die Aktivierung des Komplementsystems, besonders des
Faktor C5a. Die Aktivierung verursachte eine Dysregulation der angiogenen Faktoren
mit niedrigen VEGF- und erhéhten sFlt-1-Konzentrationen. Die Hemmung der
Komplementaktivierung in vivo blockierte die Erhéhung von sFlit-1. Eine Stimulation der
Monozyten mittels Komplementkaskade triggerte direkt die Abgabe von sFlt-1 (Girardi G
2006). Hamoxygenase-1 (HO-1) mit ihrem Metaboliten Carbonmonoxid verfligen Uber
protektive Eigenschaften gegeniber oxidativen Stimuli. In Untersuchungen von pra-
eklamptischen Zottenexplantaten mit hohen sFlt-1-Konzentrationen konnte die adeno-
virale Uberexpression von HO-1 in Endothelzellen die sFIt-1-Bildung unterbinden.
Desweiteren produzierten im Tiermodell Mause ohne HO-1 gréBere Mengen an sFlt-1
verglichen mit dem Wildtyp. Weitere Experimente erbrachten den VEGFR-2 abhangigen
Sekretionsweg von sFlt-1. Kohlenstoffmonoxid (CO) bzw. CO releasing molecule 2
(CORM-2) verminderten die sFlt-1 Freisetzung und hemmten die VEGFR-2 Phosphory-
lierung. Somit kann HO-1 als negativer Regulator von sFlt-1 betrachtet werden
(Cudmore M 2007).

Unsere Ergebnisse konnten keinen Zusammenhang von AT1-Autoantikérpern und
sFlt-1 zeigen. Dies ist im Einklang mit verschiedenen Studien von Stepan et al. sowie
Siddiqui et al zu sehen, die bei Vorhandensein von AT1-Autoantikdrpern wie bei
gestoérter uteriner Perfusion bzw. Gestationshypertonus keine erhéhten sFlt-1-Werte
messen konnten. Der ursachliche Impuls fir die Antikérperproduktion bleibt dabei eben-
so ungeklart wie die EinfluBfaktoren, die eine Ausweitung des klinischen Bildes hervor-
bringen. Individuelle Unterschiede im Ansprechen auf AT1-Autoantikdrper, genetische
Dis-positionen, uterine Perfusion wahrend der Schwangerschaft etc. sollten dabei Be-
ricksichtigung finden. Die Untersuchungen von Zhou et al dagegen beschreiben eine
AT-1-Autoantikérper induzierte sFlt-1-Produktion mit konsekutiver Endothelschadigung
und somit einen starken Zusammenhang der beiden Marker. In unserer Studie gab es
im Gegensatz dazu auch AT1-Autoantikbrper negative Patientinen mit erhéhten sFlt-1-
Werten. Andere EinfluBfaktoren auf die sFlt-1- Produktion wie HIF-1, TNF a (Zhou CC
2008) Komplementfaktoren (Girardi G 2006), Hamoxygenase- 1 (Cudmore M 2007)
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mussen dabei berlcksichtigt werden. Somit kann geschlussfolgert werden, dass weitere
Studien zu den Wechselwirkungen von AT1-Autoantikérpern und sFlt-1, aber auch zu
den Wirkungsmechanismen der einzelnen Marker mit ihren unterschiedlichen EinfluB-
mechanismen durchgefiihrt werden sollten, um die Genese und pathopysiologischen
Ablaufe besser zu verstehen, damit gezielte MaBnahmen zu Friherkennung und
Therapie ermdglicht werden kénnen.

6.4 Der Zusammenhang von AT1-Autoantikérpern und Parvovirus B19

Die Untersuchungen zu méglichen strukturellen und biochemischen Ahnlichkeiten von
AT1-Autoantikérpern und Parvovirus B19 als Hinweis auf Parvovirus B19 als einen
auslésenden Faktor im immunologischen Entstehungsprozess der Praeklampsie
zeigten eine weitgehende Homologie zwischen dem Kapselprotein VP2 des Parvovirus
und Epitopen des AT1-Rezeptors, die von AT1-Antikdrpern erkannt werden. Unsere
Messungen im Bioassay ergaben den Nachweis, dass die monoklonalen Immun-
globuline gegen VP2 funktionell wie AT1-Autoantikérper agieren. Der VP2-Antikdrper
erhdhte die Schlagzahl der Kardiomyozyten. Durch Losartan bzw. das Bindungspeptid
AFHYESC fur AT1-Autoantikdrper konnte das Phanomen unterdriickt werden und be-
weist den Signalweg Uber den AT1-Rezeptor. Der Nachweis von Immunglobulinen ge-
gen VP2 ergibt eine weitgehende gleiche Verteilung in der Gruppe der an Pra-
eklampsieerkrankten und der gesunden Schwangeren. Das VP2-Strukturprotein spielt
eine bedeutende Rolle bei der direkten Interaktion mit den Rezeptorglobosiden (Blut-
gruppenantigen P) an zelluldren Strukturen. Wegner et Jordan konnten zeigen, dass
das VP2 Kapselprotein an villdse Trophoblastzellen bindet und somit den Weg flr die
Infektion des fetalen Kompartments freimachen kann. Die proapoptotische Funktion, die
eng mit dem viralen NS1-Protein verkntipft zu sein scheint, wird nach Bindung von VP2
an die entsprechenden Zielzellen voll entfaltet (Jordan JA 2002 ; Wegner CC 2004 ).

Die detaillierte Auflistung der Immunglobulin - Verteilungsmuster unserer Patienten lie3
Ruckschlisse auf den Infektionsstatus zu. Eine akute Infektion konnte anhand des
fehlenden DNA-Nachweises von Parvovirus-B19 sowie der nicht nachweisbaren
Immunglobuline M im gesamten Studienkollektiv ausgeschlossen werden. Um ein
genaueres Bild des serologischen Musters zu gewinnen, betrachteten wir die Immun-
globuline, die gegen Strukturproteine und Nichtstrukturproteine gerichtet sind, getrennt.
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NS1-spezifische Antikérper zeigten bei persistierenden oder langer andauernden
Infektionen eine héhere Pravalenz (Pfrepper Kl 2005 ). Heegard und Mitarbeiter zeigten
dagegen auch das Vorkommen von NS1 bei Patienten, die VP1-IgG positiv waren und
die Infektion damit nicht lange zurlicklag. NS1 konnte in 60% der Patienten mit kirzlich
aufgetretener Infektion detektiert werden. Die verwendete Methode zur NS1-
Bestimmung geschah mittels rekombinanten NS1 aus Baculovirus-Vektoren (Heegaard
ED 2002). Eine weitere Studie zur Einschatzung des zeitlichen Auftretens von NS1
ergab keinen Unterschied von NS1 und VP-Genen in der Synovialflissigkeit von
Rheumapatienten und Kontrollen, wobei eine ausschlieBliche Bestimmung des NS1 in
der Synovialflissigkeit erfolgte und dies mdglicherweiese nicht ausreicht, um Verbin-
dungen zwischen Virus und Erkrankung zu finden (Peterlana D 2003). Die Studie von
Tzang et al deckt eine héhere Pravalenz von NS1 IgM und IgG bei kirzlich aufge-
tretenen Infektionen sowie Patienten mit Seronegativitat fir Parvovirus B 19 bei
Patienten mit RA auf (Tzang BS 2009). Die Vermutung, dass diejenigen Patientinnen
mit NS1-spezifischen Antikérpern und damit einer erschwerten Viruselimination bzw.
prolongierter Infektion ausgesetzt waren, eher zur Autoantikdrperproduktion neigen,
konnte in unserer Untersuchung nicht bestatigt werden. Im Gegensatz dazu wurden bei
Frauen mit fehlendem Nachweis von NS1-Antikérpern sowie einer hohen Aviditat, was
fur Infektionsverlaufe spricht, die langer als sechs bis neun Monate zurickliegen, 82%
mit positiven AT1-Autoantikdrpern gefunden. Bei Patientinnen, die kirzlich stattgehabte
Infektionen erkennen lieBen, waren es nur 28%. Unsere Untersuchungen konnten keine
Unterschiede zwischen Praeklampsieerkrankten und ge-sunden Schwangeren zeigen.
Im Einklang dazu steht auch die Untersuchung von Stepan et al. (Stepan H 2007), die
keinen Zusammenhang zwischen dem Auftreten von AT1-Autoantikdrpern und dem In-
fektionsstatus von Parvovirus B 19 zeigte. Bei den AT1-Autoantikdrper-positiven Patien-
tinnen ergab sich eine Seropravalenz von 80% IgG gegen Parvovirus B 19. Bei den
AT1-Autoantikérper-negativen Frauen lag die Zahl der positiven Immunglobulinmessun-
gen bei 71%. Ein Grund hierflir kdnnte die fehlende durchgangige Homologie der Ami-
nosaure an Position 6 der Kapselproteine VP1 und VP2 im Vergleich zum Epitop der
zweiten extrazellularen Schleife des AT1-Rezeptors sein (Stepan H 2007). Jedoch zeig-
ten diejenigen Patientinnen, die anhand ihrer Infektionsmarker eine langer als sechs bis
neun Monate zurlckliegende Parvovirus B19-Erkrankung hatten, eine héhere Inzidenz
fur AT1-Autoantikdrper. Das verstarkte Auftreten der AT1-Autoantikdrper war allerdings

unabhangig vom Auftreten der Praeklampsie. Dieses Ergebnis wiederum unterstiitzt die
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Theorie der strukturellen Homologie von Parvovirus B19 und damit den méglicherweise
simultanen Nachweis der beiden Stoffe. Es bleibt unklar, ob und inwieweit Antikdrper
gegen Strukturproteine von Parvovirus B19 bei der Entstehung von AT1-
Autoantikdrpern beteiligt sind. In Unter-suchungen von Lunardi et al konnten Hinweise
zur Induktion von Autoimmunantworten durch Parvovirus B19-Antikérper gefunden wer-
den. Dabei wurde gezeigt, dass Parvovirus-antikérper Autoantigene wie humanes Kera-
tin, Kollagen Typ I, Thyreo-globulin, Einzelstrang DNA, Kardiolipin sowie Ribonukle-
oprotein Antigen Sm erkennen konnten. Im Tiermodell konnte bei Parvovirus infizierten
BALB/c Mausen mit starker antiviraler Antwort eine Autoantikérperaktivitat gegen Kera-
tin, Kollagen Typ II, Kardio-lipin und Einzelstrang DNA gemessen werden. Weitere For-
schungsarbeiten von Lunardi et al beschreiben bei Patienten mit persistierender Parvo-
virus B19-Infektion das Peptid 3, welchem Homologie mit humanem Zytokeratin, das
wiederum von antivirus-induzierten Antikérpern erkannt werden kann, nachgewiesen
werden konnte. Peptid 3 und Peptid 12 haben Ahnlichkeit mit zwei Sequenzen der vira-
len Strukturproteine VP1 und sich Uberlappenden Regionen. Diese Region ist homolog
zum Transkriptionsfaktor GATA1, der eine entscheide Rolle in der embryonalen Hama-
topoese spielt. Demzufolge kénnte die Cross-Reaktivitdt mit dem Transkriptionsfaktor
GATA1 die Reifung der Erythroblasten und Megakaryoblasten anhalten (Lunardi C
1998; Lunardi C 2008 ). Auch die Phospholipase-A2-Aktivitdt der VP1 unique Region
des Strukturproteins VP1 kénnte zusétzlich z.B. die Bildung von Antiphospholipidanti-
kérpern (Von Landenberg P 2003) beeinflussen (Dorsch S 2002).

Unsere Untersuchungen konnten eine eindeutige Verbindung zwischen AT1-
Autoantikérpern und Immunglobulinen gegen Strukturen des Parvovirus B19 nicht fest-
stellen. Méglicherweise kann die unvollkommene Homologie den méglichen ProzeB des
viralen Mimikrys in der Entstehung von Autoantikérpern stéren. Bei der Betrachtung des
Infektionsstatus anhand der serologischen Marker muss beachtet werden, dass
potenzielle Storfaktoren die Ergebnisse beeinflussen kénnten. Zum einen dominiert in
der Schwangerschaft zugunsten einer Immunsuppression die T2-Helferzellenantwort
(Dembinski J 2002). Zum anderen kann die zellvermittelte Immunantwort an der
matterlich-fetalen Austauschflache schwangererer Frauen unter Umstadnden sehr
variabel ausfallen (Jordan JA 2000). Die Prasenz der Antikérper gegen virale Strukturen
und damit ihre Nachweismdglichkeit kann von nur kurzer Dauer sein. Durch individuelle

Abweichungen kann so ein unterschiedliches serologisches Muster entstehen, das die
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Einschatzung des Infektionsstatus erschwert. Die Interaktion in Struktur und Funktions-
weise der Parvoviruselemente und dem AT1-Rezeptor konnten nicht abschlieBend
geklart werden. Ein Zusammenhang zwischen Parvovirus und der Induktion von Auto-
immunprozessen kann nicht ausgeschlossen werden, muss aber weiter untersucht
werden. Zum Beispiel kbnnte der passive VP2 Antikdrpertransfer im Tiermodell weiteren
AufschluB erbringen (Zhou CC 2008). Bestehende Mausmodelle sollten auf parvo-

virusinduzierte Autoimmunitat Gberprift werden (Lunardi C 1998).
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7 Zusammenfassung

Die Praeklampsie ist eine der Hauptursachen fir fetale und maternale Morbiditat und
Mortalitat und eine der gréBten Herausforderungen fur das klinische Management in der
Geburtshilfe. Die einzig kausale Therapie ist die Entbindung, was mit Friihgeburtlichkeit
und daraus resultierenden Gefahren far das Kind verbunden sein kann. Bei
Praeklampsie kommt es zum Auftreten von AT1-Autoantikérpern sowie erhdhten
zirkulierenden Serumspiegeln des antiangiogenen Faktors sFlt-1. Die bestehende
Homologie mit Epitopen des AT1-Rezeptors und Viruspartikeln des Kapselproteins von
Parvovirus B19 implizieren einen méglichen Zusammenhang in der Pathogenese. In der
vorliegenden Arbeit wurde in einer Fall-Kontroll-Studie der Frage nachgegangen, ob
mittels AT1-Autoantikbrpern sowie sFlt-1 eine Unterscheidung zwischen beiden
Gruppen getroffen werden kann. Es wurden Seren von 30 praeklamptischen und 30
gesunden Schwangeren analysiert. Die Parameter sind im Verlauf der Schwangerschaft
(Einteilung in drei Zeitfenster) sowie in ihrem Zusammenhang zueinander untersucht
worden. Ebenso wurde der Frage nach einer mdglichen pathogenetischen Verknipfung
von Parvovirus B19 und AT1-Autoantikbrpern nachgegangen.

Die wichtigsten Ergebnisse sind im Einzelnen:

AT1-Autoantikdrper wurden bei 70% der praeklamptischen Patientinnen nachgewiesen.
Gesunde Schwangere zeigen in 80% Antikdrpernegativitat. Im Zeitfenster > 34 SSW
gelang eine 100%ige Unterscheidung von Erkrankten und Gesunden.

Die sFlt1-Werte lagen im Vergleich zu den Gesunden bei allen Patientinnen mit
Praeklampsie hoéher. Die Unterscheidungsrate in den beiden Gruppen war in friheren
SSW héher und lag dort bei 96%.

Eine Korrelation von AT1-Autoantikbrpern und sFlt-1 konnte nicht festgestellt werden.
Monoklonale Immunglobuline gegen das Kapselprotein VP2 des Parvovirus B19
agierten im Bioassay funktionell wie AT1-Autoantikbrper. Der untersuchte
Immunglobulinstatus von Parvovirus B19 verhielt sich in beiden Gruppen gleich.

Bei denjenigen Schwangeren, ungeachtet ob praeklamptisch oder gesund, deren
Parvovirus B19-Status eine langer als sechs bis neun Monate zurlickliegende Infektion
mit unkompliziertem Virusabbau (IgG VP1, IgG NS1 negativ) anzeigt, waren in 82%

AT1-Autoantikbrper nachweisbar. Kurzlich stattgehabte Infektionsverlaufe  mit
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kompliziertem  Virusabbau zeigten in der Praeklampsiegruppe in 28%
AT1-Autoantikbrperpositivitat.

Unsere Ergebnisse zeigen eine Nichtspezifitat der AT1-Autoantikérper fir Praeklampsie,
wahrend wir Berichte bestatigen konnten, dass mit Hilfe von sFlt-1 eine genaue
Diagnosestellung der Préaeklampsie moglich ist. Unsere Ergebnisse zu Parvovirus B19
implizieren die Méglichkeit eines Simultannachweisses von AT1-Autoantikdrpern bei
Patientinnen mit abgelaufenen Infektionen. Wir konnten Berichte anderer bestatigen,
dass es keinen kausalen Zusammenhang zwischen dem Auftreten der
AT1-Autoantikérper bei Praeklampsie und einer stattgehabten Parvovirus B19-Infektion
gibt. In unserer Studie gelang die Unterscheidung von Erkrankten und Gesunden mittels
AT1-Autoantikbrpern und sFlt-1, wobei sFlt-1 der aussagekraftigere Biomarker war.
AT1-Autoantikérper kdnnten ein Marker flr die spat auftretende Form der Praeklampsie,
sFlt-1 for die frithe Form sein. Der Zusammenhang von Parvovirus B19 und

Praeklampsie muss weiter untersucht werden.
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