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1 Einleitung

1.1 Epidemiologie

Praeklampsie ist ein schwangerschafts-spezifisches Syndrom, welches seit mehr als einem
Jahrhundert die Forschung beschiftigt. Aufgrund der ungeklédrten Pathogenese der Erkran-
kung wurde sie die ,,Krankheit der Theorien* genannt. Hypertensive Schwangerschaftser-
krankungen kommen laut Weltgesundheitsorganisation weltweit in bis zu 8 % der Schwanger-
schaften vor [138]. Nach Angaben der deutschen Perinatalstatistiken liegt die Héufigkeit
schwangerschafts-assoziierter hypertensiver Erkrankungen in Deutschland bei 5 - 7 % [7].
Die Priaeklampsie betrifft 3 - 5 % aller Schwangerschaften [106]. Die Krankenhausfallzahl der
Patientinnen mit der Diagnose Prideklampsie betrug im Jahr 2006 in Deutschland 12 680 [40].
Weltweit sind Praeklampsie und Eklampsie mit einem Anteil von 12 % die dritthdufigste Ur-
sache maternaler Mortalitiit [138]. In den Industrielindern, in denen die maternale Mortalitit
stark gesunken ist, stellt die Prieklampsie vor allem ein Risikofaktor fiir den Fotus dar. Dies
zeigt sich in einer intrauterinen Wachstumsverzogerung, einer vorzeitigen Entbindung und
einem niedrigen Geburtsgewicht [43]. 15 % aller Friihgeburten sind indizierte friihzeitige
Entbindungen aufgrund einer Priaeklampsie [105]. Die Langzeitprognose der betroffenen
Miitter und ihrer Neugeborenen mit niedrigem Geburtsgewicht ist durch das hohere Risiko
kardiovaskulédrer Erkrankungen im spiteren Leben gekennzeichnet [116, 8]. Folgende Krank-
heitsbilder werden nach den diagnostischen Kriterien der ,,Working Group on High Blood

Pressure in Pregnancy* [105] unterschieden:

Chronische Hypertension:

Chronische Hypertension wird durch eine Erhohung des Blutdrucks > 140 mm Hg systolisch
oder > 90 mm Hg diastolisch vor Beginn der Schwangerschaft oder innerhalb der ersten
20 Schwangerschaftswochen (SSW) definiert. Eine Hypertension, die erstmals wihrend der
Schwangerschaft auftritt und sich post partum nicht normalisiert, wird auch als chronische

Hypertension bezeichnet.

Priaeklampsie

Die Prieklampsie wird durch die Kombination von zwei Kriterien diagnostiziert:
(1) Eine zweimalig gemessene Erhohung des Blutdrucks um > 140 mmHg systolisch oder
> 90 mmHg diastolisch im Abstand von mindestens sechs Stunden bei einer Frau, die vor der

20. SSW normotensiv war.
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(2) Proteinurie ab 300 mg im 24-Stunden-Sammelurin bzw. eine zweimalige Ausscheidung
von > 30 mg/dl Proteine in einer zufélligen Urinportion. Dies entspricht etwa einem 2-fach

positiven Urinstix.

Eklampsie bezeichnet das zusitzliche Auftreten von Krimpfen, die keine andere neurologi-

sche oder metabolische Ursache haben.

HELLP-Syndrom:

Beim HELLP-Syndrom (Haemolysis, Elevated Liver Enzymes, Low Platelet Count) entwi-
ckeln sich eine Leberbeteiligung und mikroangiopathische Hdmolyse mit dem Ansteigen der
Hamolyseparameter, der Leberenzyme (AST, ALT), einem Abfall der Thrombozytenzahl
< 100 000/u1 und einer Proteinurie [136].

Pfropfgestose:

Als Pfropfgestose bezeichnet man eine bereits bestehende chronische Hypertonie, die durch
das zusitzliche Auftreten einer Proteinurie und einen weiteren, unkontrollierten Blutdruckan-

stieg in der Schwangerschaft gekennzeichnet ist.

Gestationshypertonie:

Frauen mit schwangerschafts-induzierter Hypertonie (SIH) zeigen erstmals nach der 20. SSW

einen erhohten Blutdruck, der sich post partum innerhalb von zwolf Wochen normalisiert.
1.2 Atiologie

1.2.1 Risikofaktoren und protektive Faktoren

Eine Reihe maternaler Faktoren begiinstigt die Erkrankung an Priaeklampsie: Nulliparitit,
Praeklampsie in einer fritheren Schwangerschaft bei Multipara, Mehrlingsschwangerschaften,
ein hoher Body Mass Index (BMI) vor Beginn der Schwangerschaft sowie ein niedriges und
hohes Lebensalter der Mutter. Vorbestehende miitterliche Erkrankungen (Hypertension, Dia-
betes mellitus, Insulinresistenz, Nierenerkrankungen, Hyperhomo-cysteindmie), angeborene
Gerinnungsstérungen (Faktor-V-Leiden-Mutation, Prothrombin-20210G>A-Mutation,
677C>T-Mutation im Methylentetrahydrofolatreduktase-Gen, Protein-S-, Protein-C- und An-
tithrombin-III-Mangel) sowie erworbene Storungen der Blutgerinnung (Antiphospholipid-
und Anticardiolipinantikorper, Lupus Antikoagulanz,) priadisponieren fiir eine Praeklampsie

[30, 7].
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Die Exposition mit paternalen und anderen Antigenen wirkt protektiv. In Ubereinstimmung
damit sind eine ldngere Dauer der Kohabitation, ein Partnerwechsel bei multiparen Frauen,
eine zuriickliegende Bluttransfusion, eine stattgehabte Fehlgeburt und oraler Geschlechtsver-

kehr protektive Faktoren fiir eine Praeklampsie [100].

1.2.2 Modelle der Genese

Voraussetzung fiir eine Prideklampsie ist die Prdsenz der Plazenta. Nur eine vorzeitige Ge-
burtseinleitung und damit Entfernung der Plazenta aus dem Organismus der Mutter beendet
den Symptomenkomplex der Priaeklampsie. Vier Modelle der Genese der Prieklampsie wur-
den bislang diskutiert. Heute wird angenommen, dass alle vier Mechanismen miteinander

interagieren.

1. Plazentaischamie-Modell
2. Immunologisches Modell
3. Generalisierte Endotheldysfunktion

4. Genetisches Modell

1.2.3 Pathogenetische Sequenz

Praeklampsie ist eine zweiphasige Erkrankung. In beiden Phasen der Erkrankung ist eine ge-
storte Endothelzellfunktion das Schliisselereignis [106]. Diese ist ursdchlich fiir die klinische
Symptomatik der Priaeklampsie und lédsst sich histologisch-anatomisch nachweisen. Die glo-
meruldre Endotheliose ist ein fiir die Prieklampsie typischer histologischer Befund der Niere
[35]. Weitere vaskulopathische Verdnderungen finden sich in histologischen Préparaten aus

Leber, Gehirn und Plazenta [104].

Die Schwangerschaft induziert einen Umbau der Spiralarterien des Uterus. Wihrend dieses
Prozesses in der frilhen Schwangerschaft wandern fetale Zytotrophoblasten entlang der
miitterlichen Spiralarterien retrograd in die uterine Muskulatur ein. Dabei werden die Spiral-
arterien zu weitlumigen Gefidlen mit niedrigem GefidBwiderstand transformiert [98]. Dies
gewihrleistet eine erhohte plazentare Perfusion zur Versorgung des Fotusses. Da der Umbau
der Spiralarterien bei der Praeklampsie ausbleibt, entwickeln sich eine plazentare Ischimie

und Hypoxie [98].
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Dopplersonographisch zeigen sich bei Priaeklampsie korrelierend zur Widerstandserhohung
im fetomaternalen Gefaflbett typischerweise Flussverinderungen der miitterlichen Gefil3e
(Aa. uterinae, Aa. arcuatae) mit Notch-Bildung und in einem spiteren Stadium der Erkran-

kung auch Flussveridnderungen der A. umbilicalis.

Die immunologische Hypothese sieht eine gestorte Immuntoleranz zwischen miitterlichem
und fetalem Gewebe als auslosendes Ereignis fiir die Storung der Plazentation zu Beginn der

Erkrankung.

Der Zusammenhang zwischen plazentarer Hypoxie in der Frithschwangerschaft und der sich
im zeitlichen Verlauf spiter manifestierenden generalisierten miitterlichen Endotheldys-
funktion ist ungeklart. Lange bestand die Hypothese eines spezifischen Faktors X, welcher
vom plazentaren Gefédllbett in die maternale Zirkulation gelangt und die miitterlichen Gefidlie
direkt schadigt [106]. Aktuell werden sowohl Zytokine, Wachstumsfaktoren als auch im
miitterlichen Blut vorhandene Partikel von apoptotischen Synzytiotrophoblasten aus der Pla-
zenta, welche direkt oder indirekt zur systemischen Endothelzelldysfunktion fithren konnten,

in diesem Zusammenhang erortert.

Die genetische Hypothese beruht auf der Annahme, dass Gene in verschiedenen Stadien der
Erkrankung Einfluss nehmen. Gene, welche zum Erhalt der Integritit der GefaBwand und
-funktion beitragen, konnten die Grundlage der miitterlichen Priadisposition fiir eine Storung
der Endothelzellfunktion bilden. Auch die Stoérung im Umbau der Spiralarterien wihrend der
Plazentation konnte zum Teil durch die genetische Konstitution von Mutter und Kind bedingt

sein.

1.3 Prieklampsie als genetische Erkrankung

1.3.1 Epidemiologische Familienuntersuchungen

Obwohl die meisten Fille von Prieklampsie sporadisch auftreten, gibt es in zahlreichen epi-
demiologischen Familienstudien starke Hinweise auf eine familidre Komponente [4]. Ver-
schiedene Vererbungsmodi wurden in der Vergangenheit mit genetischen Modellen getestet.
Weitldufig akzeptiert ist heute das Vorliegen einer polygenetischen Erkrankung, wobei mehre-
re Gene die individuelle Pridisposition fiir eine Priaeklampsie festlegen [16]. Sehr wahr-

scheinlich gibt es auch einen fetalen und paternalen genetischen Einfluss [74].
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Welche Gene zu Kandidatengenen der Forschung wurden, entschieden zum einen Uber-
legungen pathophysiologischer Plausibilitit und zum anderen Hinweise aus genetischen

Untersuchungen.

1.3.2 Kopplungsstudien

Mit Kopplungsstudien (Linkage Analyse) wird die Vererbung einer Krankheit mit genetischen
Markern in Familien untersucht. Zwei genomweite Kopplungsstudien unterstiitzten die An-
nahme eines Suszeptibilititslokus fiir schwangerschafts-induzierte Hypertension in der
Region des endothelialen Nitritoxid-Synthase-Gens (NOS3) auf Chromosom 7q36 [5, 48].
Eine Untersuchung am gleichen Patientenkollektiv und weitere Studien konnten dies jedoch

nicht bestitigen [6, 68, 73].

1.3.3 Prieklampsie und assoziierte genetische Alterationen

Genetische Assoziationsstudien untersuchen, ob eine genetische Variante in einer Population
von Kranken iiberproportional haufiger oder seltener vorkommt als in einer Population von
Gesunden. Unter anderem wurden durch Assoziationsstudien die Faktor-V-Leiden-Mutation,
das Prothrombin-Gen (20210G>A), das Methylentetrahydrofolatreduktase-Gen (677C>T),
das Angiotensinogen-Gen (704T>C) und Varianten im Langketten-3-Hydroxyacyl-Coenzym
A-Dehydrogenase-Gen, im Liproteinlipase-Gen und in den mitochondrialen Transfer-RNA-
Genen mit dem Auftreten einer Prieklampsie in Zusammenhang gebracht [66, 7]. Besonders
thrombophile Mutationen zeigten eine gehidufte Pridvalenz bei Frauen, die an Priaeklampsie

erkrankten.

Ein weiteres Kandidatengen ist die endotheliale Nitritoxid-Synthase (NOS3). Eine Reihe von
Hinweisen spricht fiir die Annahme, dass (1) eine Storung im NO-Stoffwechsel zur Pathoge-
nese der Prieklampsie beitrdgt und (2) die Stérung im NO-Stoffwechsel eine genetische Ursa-

che hat.
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1.4 Nitritoxid

1.4.1 Molekulare Wirkung von Nitritoxid

Nitritoxid (NO) ist ein Molekiil mit sehr kurzer Halbwertzeit. In der Gefawand diffundiert
NO aus dem Endothel in die darunter liegende Schicht glatter GefaBmuskelzellen und verur-
sacht via cGMP-Bildung aus GTP die Freisetzung intrazelluldren Calciums, welches eine
Relaxation hervorruft [75]. Dariiber hinaus hemmt Nitritoxid die Plittchenaggregation [101],

die Zelladhidsion ans Endothel [65] und die Proliferation glatter Muskelzellen [38].

Physiologische Stimuli fiir eine NO-Ausschiittung sind: Scherstress, Acetylcholin, Bradyki-
nin, Endothelin, Substanz P, Histamin und Vasopressin [87]. Indirekt hemmt NO die Gefal3-

konstriktion durch eine Hemmung von Renin und Norepinephrin [46].

1.4.2 Rolle Nitritoxids zur Blutdruckregulation

Im Endothel produziertes Nitritoxid reguliert den basalen Gefaltonus. Genetisch verdnderte
,.knock-out“~-Méuse ohne NOS3-Gen hatten einen signifikant hoheren Blutdruck im Vergleich
zu gesunden Kontrollmiusen [115]. Dagegen wiesen Miuse, welche zu einer Uberexpression
der NO-Synthase angeregt wurden, arterielle Hypotension und eine verstirkte NO-abhingige
Vasorelaxation auf [92]. Auch die medikamentOose Inhibition des NO-cGMP-Stoffwechsels
mit Argininanaloga bewirkte im Tierversuch und beim Menschen einen erhohten Blutdruck
[127]. Bei Patienten mit essentieller Hypertonie war die basale Nitritoxid-Produktion herab-

gesetzt [34].

1.4.3 Rolle Nitritoxids in der gesunden Schwangerschaft

Wihrend einer gesunden Schwangerschaft besteht im Rahmen der physiologischen Schwan-
gerschaftsadaptation eine systemische Vasodilatation mit erniedrigtem peripheren Widerstand
und verminderter Reagibilitit auf vasopressorische Substanzen [47]. Diese Alteration der Ge-
faBfunktion wird auf die Wirkung von NO zuriickgefiihrt [42]. Metabolite des NO-
Stoffwechsels wie die Plasmakonzentration des second messengers cGMP und die Urinkon-
zentration der Abbauprodukte Nitrat und Nitrit waren wéhrend der Schwangerschaft erhoht.
Neben der Hypothese, dass vermehrt gebildetes NO aus den Endothelzellen der peripheren
miitterlichen Gefille stammt, gibt es Hinweise auf eine NO-Bildung im fetalen und plazenta-
ren Gewebe [26]. Da Ostrogene die Transkription des NOS3-Gens erhohen, wird dies als ein

moglicher Mechanismus der gesteigerten NO-Bildung in der Schwangerschaft erwogen [135].
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1.4.4 Rolle Nitritoxids bei Priaeklampsie

Wihrend einer Schwangerschaft mit Prieklampsie bleiben die oben genannten physiologi-
schen Verdnderungen der Gefid3funktion aus. Im Gegensatz dazu bestehen eine systemische
Vasokonstriktion und erhohte Sensitivitit des Endothels auf Vasopressoren [37]. Experimen-
telle Inhibition von NO bei schwangeren Ratten fiihrte zu einem der Praeklampsie dhnlichen

Symptomenspektrum mit Hypertension, Thrombopenie und Proteinurie [139].

Messungen der systemischen Konzentration von NO-Stoffwechselmetaboliten bei Pri-
eklampsiepatientinnen zeigten widerspriichliche Ergebnisse. Ebenso wurden im plazentaren
Gewebe prieklamptischer Miitter eine Verminderung [15], eine Erhohung [91] sowie eine
gleich bleibende NOS3-Aktivitit beobachtet [26, 12]. An Arterien von hypertensiven
Schwangeren lie3 sich eine reduzierte endothelabhingige Vasodilatation, ein NO-abhingiger

Prozess, nachweisen [82].

Zusammenfassend weisen diese Beobachtungen auf einen NO-Mangel als Bestandteil der

pathophysiologischen Verianderungen bei Praeklampsie hin.

1.5 Endotheliale Nitritoxid-Synthase

1.5.1 Enzymatische Funktion

Es gibt drei verschiedene NO-synthetisierende Isoenzyme, welche durch unterschiedliche

Gene einer Genfamilie kodiert werden.

1. die induzierbare NO-Synthase (iNOS oder NOS2) auf Chromosom 17 [39]
2. die neuronale NO-Synthase (nNOS oder NOS1) auf Chromosom 12 [89]

3. die endotheliale NO-Synthase (eNOS oder NOS3) auf Chromosom 7 [80, 79]

Die neuronale und die endotheliale NO-Synthase sind konstitutiv exprimierte Enzyme,
wihrend die induzierbare NO-Synthase durch inflammatorische Stimuli induziert wird. NO-
Synthasen katalysieren die NO-Bildung, wobei L-Arginin zu Citrullin oxidiert wird. Dabei
werden NADPH und molekularer Sauerstoff verbraucht. Zu den Kofaktoren der Enzyme ge-

horen Him, L-Arginin und Tetrabiopterin [81].
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1.5.2 Genetische Alterationen des NOS3-Gens

Das endotheliale NO-Synthase-Gen (NOS3-Gen) liegt auf Chromosom 7q35-36 und umfasst
eine Lange von 21 Kilobasen. Das Gen besteht aus 26 Exons und 25 Introns. Ein Poly-
morphismus ist eine Position in der DNA-Sequenz, an der zwei oder mehr Allele in der Be-
volkerung existieren. Diese Definition entspricht dem englischen Begriff Sequenzvariation

[28]. In Abgrenzung zur Mutation betridgt die Frequenz des minoren Allels (weniger héaufiges

Allel) mindestens 1 %.

Eine besonders hdufige Sequenzvariation im menschlichen Genom sind Einzel-Nukleotid-
Polymorphismen (SNP, Single Nucleotide Polymorphism). Dabei unterscheiden sich zwei
Allele durch die Veridnderung nur eines Nukleotids voneinander. Die verdnderte Sequenz kann
die gleiche Aminosdure (neutrale Mutation) oder eine andere Aminosdure (Missense oder
,Falschsinn* Mutation) kodieren. Eine weitere haufige Art genetischer Variabilitét sind repeti-
tive Sequenzen, welche aus kurzen, sich mehrfach hintereinander wiederholenden Sequenz-
motiven bestehen. Zu ihnen gehoren Tandemreihen (VNTR, variable number of tandem
repeats). Dies sind Wiederholungen (repeats) einer Sequenz aus 12 - 500 Nukleotiden. Dabei

variiert zwischen den einzelnen Individuen die Lange der Tandemreihen.

Im NOS3-Gen wurden verschiedene Polymorphismen identifiziert. Sollten diese die NO-
Verfiigbarkeit reduzieren, konnten sie zu einer erhohten Pradisposition fiir Praeklampsie bei-
tragen. Der -786T>C- Polymorphismus im Promotor des Gens, eine Tandemreihe im Intron 4
und der 894G>T- Polymorphismus im Exon 7 sind die hiufigsten untersuchten genetischen
Varianten in Assoziationsstudien des NOS3-Gens. Eine von drei Varianten im Promotor, der
-786T>C- Polymorphismus, ist ein Einzel-Nukleotid-Polymorphismus, welcher experimentell
die Transkription des NOS3-Gens beeinflusst [90]. Die zwei Allele des Introns 4 (A und B)
unterscheiden sich durch die Anzahl der Wiederholungen der Tandemreihe. Das A-Allel um-

fasst vier und das B-Allel fiinf Tandemreihen aus jeweils 27 Basenpaaren.

1.6 Der 894G>T-Polymorphismus im Exon 7 des NOS3-Gens

Im Exon 7 des NOS3-Gens befindet sich ein moglicherweise funktioneller Einzel-Nukleotid-
Polymorphismus. Dabei handelt es sich um den Austausch einer einzelnen Base von Guanin
zu Thymin an Nukleotidposition 894 der kodierenden Abschnitte der NOS3-DNA
(c.894G>T). Durch die verdnderte Basensequenz kodiert das Kodon 298 der NOS3-mRNA

fiir eine andere Aminosiure.
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Es resultiert eine Anderung der Aminosiuresequenz des Proteins von Glutaminsiure zu Aspa-
raginsdure (Glu298Asp). Die Nummerierung bezieht sich auf die von Marsden et al. (1993)
veroffentlichte Sequenz einer humanen NOS3-cDNA [79].

Abb. 1: Der 894G>T-Polymorphismus im Exon 7 des NOS3-Gens

G-Allel GACGCCAGATGAGCCCCCGAACTCTTCTTCCTTCTG
Glutaminséure

T-Allel GACGCCAGATGATCCCCCGAACTCTTCTTCCTTCTG
Asparaginsiure

Legende: schwarz unterstrichen ist das Basentriplett des Kodons 298

1.6.1 Der 894G>T-Polymorphismus und kardiovaskulire Erkrankungen

Das T-Allel des Exon 7-Polymorphismus zeigte eine Assoziation mit diversen kardiovaskulé-
ren Erkrankungen: koronare Herzerkrankung [24, 53], Koronarspasmus [141], Hypertension

[86] und Myokardinfarkt [50].

Dem widersprachen eine Reihe Studien ohne Assoziation dieses Allels mit koronarer Herz-
erkrankung [131, 45] und Hypertension [67, 10, 14, 137]. Eine franzosische Studie zeigt sogar
eine hohere Frequenz des G-Allels bei Infarktpatienten im Vergleich zur Kontrollgruppe [99].
Zwei prospektive Studien fanden keinen signifikanten Effekt des T-Allels des 894G>T-
Polymorphismus auf das Krankheitsrisiko fiir die koronare Herzerkrankung [107, 57].

Kontrovers dazu sind die Ergebnisse einer Meta-Analyse mit 23 028 Probanden aus 26 Stu-
dien, welche zeigte, dass das T-Allel mit einem leicht erhohten Risiko (OR 1.31 [95 % KI 1.1
- 1.5] fiir die koronare Herzerkrankung einherging [20].

Da kardiovaskuldre Erkrankungen und hypertensive Erkrankungen der Schwangerschaft zum
einen mit dhnlichen Risikofaktoren einhergehen und zum anderen beide eine gestorte Endo-
thelzellfunktion aufweisen, konnte eine gemeinsame genetische Ursache zugrunde liegen

[111, 52].
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1.6.2 Der 894G>T-Polymorphismus und Prieklampsie

Bis Oktober 2007 wurden 14 Assoziationsstudien, die einen Zusammenhang zwischen der
894G>T-Variante des NOS3-Gens und Prieklampsie untersuchten, verdffentlicht. Zwei Stu-
dien aus Japan sowie eine Studie aus Kolumbien fanden einen Zusammenhang zwischen dem
T-Allel des 894G>T-Polymorphismus und der Prieklampsie [63, 114, 143]. Eine Erhohung
des Risikos fiir Schwangerschaftskomplikationen bei prieklamptischen T-Allel-Trigerinnen
(erneute Prieklampsie, Geburtsgewicht < 10. Perzentile) dokumentierte eine Studie aus Italien

[32].

Die anderen Studien an kaukasischen und ethnisch gemischten Populationen zeigten keinen
Zusammenhang zwischen der Prieklampsie und dem T-Allel des 894G>T-Polymorphismus
[134, 49, 142, 70, 93, 121, 145, 51, 62]. Eine chinesische Studie zeigte sogar einen protekti-
ven Effekt des T-Allels gegen die Prieklampsie [22].

1.6.3 Funktionelle Auswirkungen des 894G>T-Polymorphismus

1.6.3.1 Funktion des vaskuléiren Systems

Einige Studien untersuchten den genotypischen Effekt der 894G>T-Varianten auf die Funkti-
on des Endothels. Diese erbrachten kontridre Ergebnisse beziiglich eines relevanten genotypi-
schen Effekts des 894G>T-Polymorhismus auf die endothelabhingige Vasodilatation und die
vaskuldre Reaktivitit unter dem Einfluss vasoaktiver Substanzen [97, 112, 94]. Eine funktio-
nelle Studie zeigte, dass schwangere T-Allel-Tridgerinnen bei einem Gestationsalter von zwolf

Wochen eine reduzierte endothelabhingige Vasodilatation aufwiesen [111].

1.6.3.2 Genexpression

Quantitative Effekte des 894G>T-Polymorphismus auf die Genexpression wurden durch die
Messung von mRNA- und Enzymkonzentrationen untersucht. Die genotypabhingige Ex-
pression der endothelialen NO-Synthase in kultivierten Endothelzellen zeigte bei
T-Allel-Tragern hohere mRNA-Level, erniedrigte NOS3-Proteinlevel und eine erniedrigte
NOS3-Aktivitdt im Vergleich zur Gruppe der G-Allel-Trédger [113]. Die Studie von Veldmann
et al. (2002) demonstrierte eine reduzierte basale Plasma-NO-Konzentration bei T-Allel-

Tragern [128].
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1.6.3.3 Gen-Umwelt-Interaktionen

Gen-Umwelt-Interaktionen bedeuten, dass der funktionelle Einfluss eines polymorphen Gen-
abschnittes von spezifischen Umweltfaktoren abhingt. Die Studie von Leeson et al. (2002)
zeigte, dass Zigarettenkonsum nur bei T-Allel-Trigern mit einer gestorten endothelialen Funk-
tion assoziiert war, wihrend die Nahrungsaufnahme gro3er Mengen an dreifach ungesittigten
Fettsdauren besonders bei T-Allel-Tragern einen forderlichen Effekt auf die Endothelfunktion
ausiibte [72]. Fir das polymorphe Intron 4 wurde bei Rauchern beobachtet, dass die Ein-
schrinkung der NOS3-Aktivitdt im plazentaren Gewebe nur bei Trigern des selteneren Allels
(NOS3 5/4 und NOS3 4/4) im Vergleich zu den Triagern des Wildtyp-Allels (NOS3 5/5) vor-
handen war [132].

1.6.3.4 Proteinstruktur und —funktion

Die endotheliale NO-Synthase ist ein Protein und gehort zur Gruppe der Enzyme. Es gibt drei
mogliche Genotypen in Nukleotidposition 894 des NOS3-Gens: GG, GT und TT respektive
Glu/Glu, Glu/Asp und Asp/Asp. Verschiedene Studien beschiftigten sich mit der Kinetik und
Aktivitit, dem proteolytischen Abbau und der Proteinstruktur der NOS3-Varianten.

Enzymaktivitit und —kinetik

Rekombinante NOS3-Asp/Asp- und NOS3-Glu/Glu-Enzyme zeigten keinen Unterschied der
Michaeliskonstanten (Km) oder der maximalen Reaktionsgeschwindigkeiten (Vmax) [44].
Joshi et al. (2007) zeigte bei Asp-Trigern eine reduzierte intrazelluldre Anreicherung und eine

herabgesetzte Scherstress-induzierte Aktivierung des Enzyms [60].

Proteolytischer Abbau

Tesauro et al. (2000) zeigte, dass die 894G>T-Variante einem erhohten proteolytischen Abbau
in vitro unterliegt, so dass der Steady-state-Blutspiegel von NO aufgrund eines erhohten Ab-

baus bei T-Allel-Trdgern erniedrigt sein konnte [123].

Im Gegensatz dazu argumentierte Fairchild et al. (2001), dass der aufgezeigte proteolytische

Abbau auf die Art der Probenpréparation in vitro zuriickzufiihren sei [31].

Proteinstruktur

Das Codon 298 ist Teil der katalytischen Hamdoméne des Proteins und liegt nahe der
Bindungsstelle fiir L-Arginin und Tetrabiopterin [103]. Moglich wire eine Beeinflussung der

Bindungseigenschaften des Enzyms fiir diese Kofaktoren [64].
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Der Austausch von Glutaminsdure mit Asparaginsidure verursacht einen tight turn der alpha-
Helix, welcher funktionelle Konsequenzen haben konnte [96]. Joshi und Bauer (2008) zeigten
mithilfe eines theoretischen Computermodells einen moglichen Einfluss des Aminosdureaus-

tauschs in Position 298 auf eine Protein-Protein-Interaktion an dieser Stelle [59].

Die genannten Studienergebnisse lassen einen funktionellen Effekt des 894G>T-

Polymorphismus in vivo vermuten.

1.6.4 Zusammenspiel verschiedener Polymorphismen

Die Voraussetzung einer genetischen Fall-Kontroll-Studie ist entweder die direkte Untersu-
chung einer funktionellen Variante oder die indirekte Untersuchung eines Marker-
Polymorphismus. Eine Assoziation zwischen zwei Allelen, die in enger rdumlicher Nachbar-
schaft auf einem Chromosom liegen, bezeichnet man als Kopplungsungleichgewicht (Linkage

Disequilibrium).

Zwischen dem -786T>C-Polymorphismus in der Promotorregion des NOS3-Gens und dem
894G>T-Polymorphismus im Exon 7 bestand in einigen Studien bei Kaukasiern ein
Kopplungsungleichgewicht [57, 120, 107]. Dies bedeutet, dass die minoren Allele beider
Polymorphismen, das C-Allel des Promotor-Polymorphismus und das T-Allel des 894G>T-
Polymorphismus, gemeinsam auftraten. Da das C-Allel des -786T>C-Polymorphismus die
Genexpression um 50% reduziert [90], konnte der Exon 7-Polymorphismus lediglich ein Mar-

ker des ungiinstigen C-Allels im Promotor sein.

Neuere Studien untersuchten Haplotypen des NOS3-Gens. Dabei handelt es sich um eine
Kombination der Allele mehrerer Polymorphismen. Der -786C-894T-4b-Haplotyp, eine Kom-
bination der minoren Allele von drei Polymorphismen des NOS3-Gens, war in der Studie von
Serrano et al. (2004) mit einem erhohten Risiko fiir Prieklampsie assoziiert [114]. In einer
italienischen Studie zeigte die Kombination zweier homozygoter Genotypen (-786CC und
894TT) einen Zusammenhang mit einer Prideklampsie ohne Effekt der einzelnen Poly-
morphismen [32]. Auch mit hypertensiven Erkrankungen zeigten spezifische Haplotypen des
NOS3-Gens eine Assoziation, welche bei der Untersuchung der einzelnen Polymorphismen

nicht nachgewiesen werden konnte [109].

Korrelierend dazu konnte ein genotypabhédngiger Effekt von NOS3-Varianten auf die NO-
Bildung (gemessen als Plasmanitrat- und cGMP-Konzentration) in einigen Studien nur bei
Haplotypen festgestellt werden ohne nennenswerten Effekt der einzelnen Polymorphismen

[85].
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1.7 Synopsis

Praeklampsie ist eine multifaktorielle und polygenetische Erkrankung. Eine Storung des endo-
thelialen NO-Stoffwechsels ist Teil der Pathogenese der Priaeklampsie und wahrscheinlich
genetisch bedingt. Genomweite Kopplungsuntersuchungen zeigten widerspriichliche Ergeb-
nisse hinsichtlich der Bedeutung des Chromosoms 7 als Lokus fiir ein Kandidatengen der
Praeklampsie. Im Exon 7 des endothelialen NO-Synthase-Gens befindet sich an Nukleotidpo-
sition 894 ein Einzel-Nukleotid-Polymorphismus (G>T). Dieser konnte funktionell sein oder

als Marker fiir den Promotor-Polymorphismus (-768G>C) infrage kommen.

Assoziationsstudien bestitigten einen Zusammenhang des 894G>T-Polymorphismus mit der
Praeklampsie bei zwei japanischen und einem kolumbianischen Studienkollektiv sowie einen
Zusammenhang mit kindlichen und miitterlichen Komplikationen der Praeklampsie bei
einem kaukasischen Studienkollektiv. Fraglich ist, welche Bedeutung der 894G>T-
Polymorphismus als Risikofaktor fiir die Praeklampsie in einer deutsch-tiirkischen Studienpo-

pulation hat.

1.8 Zielsetzung der Arbeit

Ziel dieser Arbeit ist es, bei einer Gruppe von deutschen und tiirkischen Patientinnen mit
Praeklampsie und HELLP- Syndrom und einer Kontrollgruppe gesunder Schwangerer einen
Polymorphismus an Nukleotidposition 894 im Exon 7 des endothelialen NO-Synthase-Gens
molekularbiologisch zu untersuchen. Dabei sollen die Genotyp- und Allelhdufigkeiten in bei-
den Gruppen festgestellt und statistisch verglichen werden. Zusammen mit den anamnesti-
schen und klinischen Befunden sollen diese Daten hinsichtlich ihrer Bedeutung als Risikofak-

toren fiir die Priaeklampsie evaluiert werden.



Material und Methoden -22 -

2 Material und Methoden

2.1 Studienteilnehmerinnen

2.1.1 Rekrutierung der Patientinnen

Die Studienteilnehmerinnen wurden Dezember 1997 bis Januar 2006 in der Klinik fiir
Geburtsmedizin, Charité, Campus Virchow-Klinikum, nach erfolgter Aufkldrung und
Zustimmung zur Aufnahme in die Studie rekrutiert. Dabei wurden 5 ml EDTA-Blut asserviert
und beim &rztlichen Aufnahmegesprich mit Hilfe eines Fragebogens Vorerkrankungen, Risi-
kofaktoren der Patientinnen und klinische Daten zum Schwangerschaftsverlauf erfasst.
Ein Teil der Blutproben konnte aus einer Sammlung, die im Rahmen eines DFG-geforderten
Projektes in Assoziation mit Prof. F. Luft, Charité, Campus Buch, angelegt worden war, ver-
wendet werden. Ab 2003 wurden fiir diese Studie weitere Probandinnen rekrutiert. Insgesamt
wurden 69 Patientinnen mit Préeklampsie, elf Patientinnen mit HELLP-Syndrom und 80
Patientinnen der Kontrollgruppe in die Studie eingeschlossen. Die klinischen Angaben zur
Entbindung und zum Kind wurden aus dem Gebdat-Dokumentationssystem gewonnen. Alle
Patientinnen erhielten bei Aufnahme eine Ultraschalluntersuchung mit Dopplersonographie
der fetomaternalen Gefédle. Diese Daten wurden aus dem Viewpoint-Dokumentationssystem

ubernommen.

2.1.2 Ein- und Ausschlusskriterien

Einschlusskriterien fiir die Aufnahme in die Studie wurden in Anlehnung an die diagnosti-
schen Kriterien der ,,Working Group on High Blood Pressure in Pregnancy* aus dem Jahr
2000 bzw. an die im Verlauf der Studie aktualisierte Version aus dem Jahr 2003 [105]
formuliert.

Eine Prieklampsie wird durch die Kombination der folgenden zwei Symptome diagnostiziert:

1. Eine nach der 20. SSW neu aufgetretene Hypertonie mit diastolischen Werten > 90 mmHg
und/oder systolischen Werten > 140 mmHg, die zweimalig im Abstand von mindestens

sechs Stunden gemessen wurden.

2. Eine Proteinurie von > 300 mg im 24-Stunden-Sammelurin oder ein mindestens zweifach

positiver Urinstix.
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Ein HELLP-Syndrom wird zusitzlich zur Hypertonie durch die Verdnderung folgender Labor-

parameter diagnostiziert: Anstieg von freiem Hb, LDH, AST, ALT, Harnsdure und Abfall der

Thrombozyten.

Voraussetzung fiir die Aufnahme in die Kontrollgruppe war ein unauffilliger Schwanger-
schaftsverlauf ohne Erkrankung an einer Praeklampsie, einer SIH oder einem HELLP-
Syndrom. Schwere Vorerkrankungen wie eine essentielle Hypertonie, ein Diabetes mellitus,
eine Thrombose oder andere vaskulidre Erkrankungen galten dabei ebenfalls als Ausschluss-

kriterien.

2.1.3 Klinische Daten

Folgende klinische Informationen wurden mittels Fragebogen und Geburtenprotokollen

erhoben:

e Alter

e BMI und Gewicht zu Beginn und Ende der Schwangerschaft
e Anzahl der vorangegangenen Schwangerschaften

e Fehlgeburten

e Raucherstatus

e Hypertonie, Schilddriisenerkrankungen, Diabetes mellitus, Nierenerkrankungen oder

vaskuldre Erkrankungen in der Vorgeschichte
e Medikamentenanamnese

e Auffilligkeiten wihrend der Schwangerschaft: Odeme, Gestationsdiabetes, Hypertonie,

rechtsseitiger Oberbauchschmerz zusammen mit einem Abfall der Thrombozyten
® Geschlecht und Gewicht des Kindes
e Geburtsmodus und Schwangerschaftswoche bei Geburt

e Dopplersonographie der fetomaternalen Gefidfe: PI (Pulsatilititsindex) und RI (Resistance

Index) der A. umbilicalis, der A. cerebri media und der Aa. uterinae beidseits

Der Pulsatilititsindex nach Gosling (PI = Viax — Vinin / Vinax mean) Und der Resistance Index
nach Pourcelot (RI = Vnax systole = Vmax Enddiastole / Vmax Systole) St€igen bei Zunahme des periphe-

ren Widerstandes an.



Material und Methoden -24 -

Es wurden die Perzentilenkurven des Geburtsgewichts von Voigt et al. (1996) verwendet, die
bundesweit fiir die Datenanalyse in der Perinatal- und Neonatalerhebung benutzt werden

[130].

2.2 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte in Zusammenarbeit mit dem Institut fiir Medizinische
Biometrie der Medizinischen Fakultit Charité. Es wurde das SPSS-Programm (Version 13.0)

verwendet.

Die Genotyp- und Allelfrequenzen der Fallgruppe wurden mit denen der Kontrollgruppe
durch die Anwendung des 4-Felder-Chi’~Tests bzw. des exakten Tests nach Fisher verglichen.
Die Genotypfrequenzen wurden dabei sowohl unter Annahme eines dominanten wie auch
rezessiven Vererbungsmodus analysiert. Wenn sinnvoll, wurde die statistische Auswertung um
eine Risikoschidtzung mit Berechnung des Quotenverhiltnisses (Odds Ratio) erweitert. Die

Testung des Hardy-Weinberg-Gleichgewichts erfolgte mit dem Chi’-Test.

Die Nebenzielkriterien (Raucherstatus, Primiparitit, Body Mass Index, SSW bei Geburt, Ge-
wicht des Neugeborenen, Gewichtsperzentile bei Geburt, Nabelschnurarterien-pH, Apgarwert
1. Lebensminute < 7) wurden deskriptiv interpretiert. Zur Testung der Normalverteilung wur-
de der Kolmogorov-Smirnov-Test angewendet. Fiir normalverteilte kontinuierliche Variablen
wurden Mittelwerte und die Standardfehler der Mittelwerte (+/-SE), fiir nicht normalverteilte
kontinuierliche Variablen Median-Werte und Interquartilbereiche (IQB) angegeben. Proporti-
onen wurden als Absolut- und Prozentwerte dokumentiert. Fiir parametrische Daten kamen
der Students T-Test und der Welch-Test, fiir nicht-parametrische Daten der Mann-Whitney-U-
Test zur Anwendung. Fiir kategoriale Daten wurde der 4-Felder-Chi’~Test bzw. der exakte

Test nach Fisher verwendet. Die statistische Signifikanz wurde mit p < 0,05 festgelegt.

2.3 Molekularbiologische Arbeitsmethoden

Die molekulargenetischen Arbeiten wurden im Zeitraum von Februar 2003 bis April 2006 im
Labor fiir Perinatalmedizin des Virchow-Klinikums durchgefiihrt. Die Analyse des 894G>T-
Polymorphismus im Exon 7 erfolgte bei den 160 Studienteilnehmerinnen mit einer automa-

tischen Sequenzierung eines 248 Basenpaare langen Abschnittes des NOS3-Gen:s.
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2.3.1 Extraktion der DNS

Die Isolierung genomischer DNS aus menschlichem Vollblut wurde nach der Methode der
Chloroform-Ethanol-Extraktion durchgefiihrt. In einem ersten Schritt wurde zur Erythro-
zytenlyse 1 ml EDTA-Blut mit 15 ml der Losung A (Inhaltsdeklaration siehe Seite 30) ver-

setzt. Danach wurde die Losung bei 2800 rpm fiir 5 min zentrifugiert.

Nach der vorsichtigen Dekantierung des Uberstands wurde das entstandene Pellet nach Zuga-
be von 350 ul der Losung B (Inhaltsdeklaration siehe Seite 30) vollstindig resuspensiert. Da-
bei lysierten die Zellen. Nach der Uberfithrung der Losung in ein 2 ml-Eppendorf-Microtube
erfolgte die Deproteinisierung durch Zugabe von 100 upl der Losung C (Inhaltsdeklaration
siehe Seite 30). Durch vorsichtiges Uber-Kopf-Schiitteln und anschlieBendes Versetzen der
Losung mit 600 pul Chloroform wurde die DNS extrahiert. Die Zentrifugation bei 6000 rpm
lie} eine zweiphasige Losung entstehen. Nach Abpipettieren der wissrigen Phase wurde der
Uberstand zur Prizipitation der DNS mit Isopropanol versetzt. Die DNS wurde danach durch
eine zweimalige Waschung mit 70%igem Ethanol gereinigt. Nach vollstindiger Entfernung
des Ethanols und Trocknen des DNS-Pellets bei 37 °C wurde dieses in TE-Puffer resuspen-
siert. Dabei wurde eine DNS-Konzentration von 100 ng/ul angestrebt. Bei einem Teil der

Blutproben wurde die DNS mit einem Quiagen-Kit extrahiert.

Zur Quantifizierung und Qualititskontrolle der extrahierten DNS wurden die DNS-
Konzentration und der Quotient aus optischer Dichte bei 260 nm und 280 nm spektrophoto-
metrisch bestimmt. Dieser Wert sollte bei mindestens 1,7 liegen. Der DNS-Gehalt wurde nach

folgender Formel berechnet:

OD 260 x 50 x Verdiinnungsfaktor=pug DNS/ul
1000

2.3.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Zur Untersuchung des SNP im Exon 7 des NOS3-Gens mittels automatischer Sequenzierung
wurde zunichst eine Polymerase-Kettenreaktion (PCR, polymerase chain reaction) durch-
gefiihrt [88]. Dabei wird ein DNS-Abschnitt mit Hilfe zweier Primer, die jeweils aufwérts und
abwirts der gesuchten Region liegen, vervielfiltigt. Durch eine Denaturierung bei 94 °C wer-
den die Doppelstringe der DNS in Einzelstringe aufgetrennt. Die Primer konnen dann bei
einer ihnen spezifischen Bindungstemperatur an die DNS-Erkennungsstelle binden. Durch
enzymatische Anheftung der Desoxyribonukleosidtriphosphate d”ATP, d"GTP, d"CTP und

d"TTP mithilfe einer Tag-DNS-Polymerase an das 3°Ende des Primers wird ein komplementa-
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rer DNS-Strang synthetisiert. Die Wiederholung der drei Reaktionsschritte Denaturierung,
Annealing (Anheftung) und Elongation in einer zyklischen Reaktion im Thermocycler

bewirkt die exponentielle Vermehrung der entsprechenden Sequenz.

2.3.3 Primer

Primer sind etwa 20 Basen lange Oligonukleotide, die an eine bestimmte Zielsequenz der
DNS binden. Es wurden zwei Primer, die bereits von Miyamato et al. (1998) zur Analyse des
894G>T-Polymorphismus im Exon 7 des NOS3-Gens verwendet wurden, fiir diese Studie
ausgewihlt [86]. Sie umschlieBen einen 248 Basenpaare langen Abschnitt des NOS3-Gens,

welcher das gesamte Exon 7 sowie Anteile des Intron 6 und 7 enthiilt.

Primer sense 5° AAG GCA GGA GAC AGT GGATGGA 3
Primer antisense 5° CCC AGT CAATCC CTTTGG TGC TCA 3°

Die spezifische Bindungstemperatur eines Primer sollte etwa 2 °C unter seiner Schmelz-
temperatur liegen. Als Orientierungswert fiir die Bindungstemperatur wurde der durch die

Synthesefirma (TIB MOLBIOL) vorgeschlagene Wert verwendet.

2.3.4 Optimierung der Reaktionsbedingungen

Die Primer wurden in einer Konzentration von 50 pmol/ul, Nukleotide in einer Konzentration
von 1 mmol/l eingesetzt. Um die Menge und Reinheit des PCR-Produktes zu maximieren,
wurden die Konzentration der Magnesiumionen und die Bindungstemperatur in parallelen

Reaktionen aufeinander abgestimmt.

Bindungstemperatur: 68 °C

Magnesiumkonzentration: 1 mM

2.3.5 PCR-Protokoll

Die DNS-Proben wurden zu Beginn auf eine Ausgangskonzentration von etwa 100 ng/ul ver-
diinnt. 2 pl (entspricht 200 ng) wurden dann fiir einen 50 ul PCR-Ansatz im Thermocycler

eingesetzt. Bei jeder PCR diente eine Probe mit destilliertem Wasser als Negativkontrolle.
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Tab. 1: PCR-Ansatz

Chemikalien fiir PCR Menge fiir 1 x Ansatz a 50 ul Konzentration im Ansatz
Aqua dest. 22,2 ul

10 mM Mg-freier Puffer Sul 1 mmol/l
1 mM d'NTP 7 ul 140 pmol/l
Primer Exon sense 0.7 ul 35 pmol = 0,7 pmol/l
Primer Exon antisense 0,7 pul 35 pmol = 0,7 umol/l
25 mM MgCl, 2ul 1mmol/l
Taq Polymerase 5U/ul 0,4 ul 2 units in 50 pl
Q-solution (Quiagen) 10 ul

Template-DNS 2ul 200 ng in 50 pl

PCR-Programm

1. 1 Zyklus 94 °C 2 min initiale Denaturierung

2. 40 Zyklen:

94 °C 1 min Denaturierung
68 °C 1 min Annealing
72 °C 2 min Elongation

3. 1 Zyklus 72 °C 2 min terminale Elongation

2.3.6 Agarose-Gel-Elektrophorese

Zur Qualitdtskontrolle und Quantifizierung der amplifizierten DNS wurde im Anschluss an

die PCR 5 pl des PCR-Produkts auf ein 0,9%iges Agarose-Gel aufgetragen und dieses wurde

bei einer Spannung von 80 mV aufgetrennt. Als Gel- und Ladepuffer wurde 0,5 x TBE-Puffer
verwendet. Anhand einer DNS-Leiter (1000 bp im Abstand von 100 bp) konnte die GroBe des

PCR-Produkts abgelesen werden. Nach einer Laufzeit von einer Stunde wurde das Gel unter

UV-Licht fotodokumentiert. Die mitgelaufene Nativ-DNS stellte sich als hochmolekulare

Einzelbande dar.

2.3.7 Aufreinigung des PCR-Produkts

Vor der Sequenzierung wurden 25 pul des PCR-Produkts mit Millipore-Sdulen aufgereinigt.

Selektiv wurden dabei unter Zentrifugation bei 13 000 rpm DNS-Molekiile von 100 bp bis

10 kbp an einer Silikagel-Membran adsorbiert.




Material und Methoden -28 -

Uberschiissige Primer, Nukleotide und Verunreinigungen wie Salze und Enzyme wurden da-

bei abzentrifugiert. Das Elutionsvolumen enthielt die gereinigte DNS.

2.3.8 Automatische Sequenzierung des Exon 7

2.3.8.1 Kettenabbruchmethode nach Sanger

Die automatische Sequenzierung erfolgte nach der Kettenabbruchmethode nach Sanger [110].
Hierbei werden folgende Substanzen verwendet: einzelstringige DNS-Molekiile des zu
sequenzierenden DNS-Abschnittes, eine Taqg-DNS-Polymerase, ein Primer (10 pmol/ul) und
ein Big Dye Terminator. Der Big Dye Terminator ist ein Gemisch aus Desoxyribonukleo-
sidtriphosphaten (d’'NTPs) und Didesoxyribonukleosidtriphosphaten (dd"NTPs), welche mit
vier verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen markiert sind. Analog zur PCR kann sich nach
einem ersten Denaturierungsschritt bei 96 °C ein Primer bei seiner spezifischen Bindungs-
temperatur an die DNS-Erkennungsstelle anlegen und anschlieBend den Aufwirts- bzw. Ab-
wirtsstrang der DNS unter der Anheftung von d"NTPs replizieren. Jeder zufillige Einbau ei-
nes Didesoxyribonukleotids in den wachsenden DNS-Strang fiihrt zum Kettenabbruch.
Aufgrund der fehlenden Hydroxylgruppe am dritten Kohlenstoffatom des Ribosemolekiils
kann keine Phosphoresterbindung zur Phosphatgruppe des nidchsten Nukleotids gekniipft
werden. So entstehen beim zyklischen Sequenzieren (cycle sequencing) Synthesestringe un-
terschiedlicher Linge, die sich um jeweils ein Nukleotid unterscheiden und an ihrem 3 Ende
mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert sind. Zur Sequenzierung des Abwirtsstrangs wie
auch des Aufwirtsstrangs des zu untersuchenden DNS-Abschnitts wurden zwei verschiedene

Ansitze mit dem jeweiligen Primer vorbereitet und im Thermocycler amplifiziert.

Tab. 2: Sequenzierungs-Ansatz

Chemikalien Menge fiir 1 x Ansatz a 10 ul
Deionisiertes Wasser 0,4 ul
Primer 10 pM (Aufwirts- bzw. 0,6 ul
Abwirtsprimer)

Big Dye Terminator Pre-mix 2ul
Big Dye Sequencing Buffer I ul

Template (etwa 100ng/ul)

6 ul
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Zvklisches Sequenzier-Programm

1. 1 Zyklus 96 °C 3 min initiale Denaturierung

2. 25 Zyklen
96 °C 35 sec Denaturierung
56 °C 15 sec Annealing
60 °C 3 min Elongation

3. 4 °C Kiihlen
2.3.8.2 Aufreinigung des zyklischen Sequenzier-Produktes

Mit Sephadex-Sdulen der Firma Amersham wurden 10 pl des zyklischen Sequenzier-
Produktes aufgereinigt. Zur Vorbereitung der Sdulen wurde eine Losung aus 55 mg Sephadex-
Pulver und 700 ml Aqua dest. pro Probe hergestellt und eine halbe Stunde zum Quellen stehen
gelassen. AnschlieBend wurden 700 ml der Sephadex-Losung pro Rohrchen pipettiert. Das
gebrauchsfertige Saulenbett erhielt man durch die Abzentrifugation des Wassers bei 300 rpm
fir 1 min. In die Mitte des Sdulenbetts wurde jeweils eine Probe aus 10 pul Sequenzier-
Produkt + 10 ul Aqua dest. pipettiert. Nach erneuter Zentrifugation (2min) enthielt das Eluat
das aufgereinigte Sequenzier-Produkt. Dieses konnte in einer 1:10-Verdiinnung (mit Aqua ad

iniectabilia) zur automatischen Sequenzierung im Sequenzierautomaten eingesetzt werden.

2.3.8.3 Automatische Sequenzierung

Die Nukleotidsequenz der urspriinglichen DNS ergibt sich aus der Reihenfolge der Synthese-
strange in einem Gel nach elektrophoretischer Auftrennung. Wihrend der automatischen
Sequenzierung mit dem Sequenzierautomaten wandern die DNS-Fragmente im elektrischen
Feld an einem Laserstrahl vorbei. Dabei werden die Fluoreszenzfarbstoffe durch den Laser
angeregt, deren Signale detektiert und durch ein Computerprogramm interpretiert. Das Ergeb-
nis ist eine Folge von Fluoreszenz-Peaks, die den Nukleotiden, eine Farbe fiir jede Base, zu-
geordnet werden konnen. Die Nukleotidsequenzen wurden anschlieBend mit der in der Gen-

Bank veroffentlichten Referenzsequenz (NM_000603.3) verglichen.
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2.4 Material und Reagenzien

2.4.1 Losungen und Puffer

Losung A

Losung B

Losung C

Tris-EDTA-Puffer

(TE-Puffer)

109,5 g Sucrose in 600 ml Aqua dest. auflosen
5,0 ml 1,0 M MgCl,

10,0 ml Triton X 100

10,0 ml 1,0 M Tris-HCL, pH 8,0

ad 1000,0 ml Aqua dest. und autoklavieren

40,0 ml 1,0 M Tris-HCL, pH 8,0

12,0 ml 0,5 M Na-EDTA

15,0 ml 1,0 M NaCl,

ad 100,0 ml Aqua dest. und autoklavieren

im Wasserbad 5,0 ml 20 % SDS hinzufiigen

100,0 g Na-perchlorat in 60,0 ml Aqua dest. auflsen

ad 142 ml Aqua dest. und autoklavieren

10,0 mM Tris-Base
1,0 mM EDTA

ph 8,0
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10 x TBE-Puffer

0,6 x TBE

0,5 x TBE

Probenpuftfer

Agarosegele

2.4.2 Gele

1,2%iges Agarose-
Gel

0,8%iges Agarose-
Gel

108,0 g Tris-Base
55,0 g Borsédure
40,0 m1 0,5 M EDTA

ad 1000 ml Aqua dest. und autoklavieren

120,0 ml 10 x TBE plus 1880,0 ml Aqua dest.

50,0 ml 10 x TBE plus 950,0 ml Aqua dest.

5,0 ml Glycerol

0,025 g Bromphenolblau
0,025 g Xylencyanol
20,0 ul 0,5 M EDTA

ad 10,0 ml steriles Aqua dest.

100,0 ml 0,5 x TBE-Puffer und
1,2 g Agarose in der Mikrowelle aufgekocht (600 W, 100 s)

Zugabe von 2,0 ul Ethidiumbromid

50,0 ml 0,5 M TBE-Puffer
0,4 g Agarose in der Mikrowelle aufgekocht (600 W, 100 s)

Zugabe von 1,0 ul Ethidiumbromid
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Tab. 3: Gerite, Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung

Hersteller, Ort

6x Gel Loading Buffer

Cembrex, liber Biozym, Biozym Diagnostik GmbH, Hess.
Oldendorf, Deutschland

ABI PRISM® 310 Genetic Analyzer

Applied Biosystems, iiber Biozym

Aqua ad iniectabilia

B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland

Aqua dest.

Selbst autoklaviert

BigDye® Terminator v 3.1

Cycle Sequencing Ready Reaction Kit

Applied Biosystems UK, Warrington, UK

BioPhotometer

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Blue Dextran

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

Borsiure pro analysii

MERCK KgaA, Darmstadt, Deutschland

Bromphenol Blue Sigma
Centrifuge 5416 Eppendorf
Centrifuge 5415 R Eppendorf
Chloroform p.a. MERCK

DNA Ladder 100 bp

Cembrex, iiber Biozym

d°NTP-Set 100 mM

Biozym Diagnostik GmbH, Applera Deutschland GmbH,

Darmstadt, Deutschland

EDTA, 250 g

Sigma

Ethanol 70 % p.a.

Riedel de Haén Laborchemikalien & Co KG,

Seelze, Deutschland

Ethidium Bromide Solution 10 mg/ ml 10ml

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen, Deutschland

Falcon-Rohrchen mit Deckel 50 ml

Becton Dickinson Labware, Franklin Lakes, NJ, USA

Fotopapier

Diagramm Hallbach GmbH & Co.KG, Schwerte,
Deutschland

Gel-Elektrophorese-Kammer ComPhor L Mini und Biozym
Gel-Elektrophorese-Kdamme

Genetic Analyzer Septa fiir 0,5 ml Tubes und Applied Biosystems
0,5 ml Sample Tubes

Glycerol Sigma

Isopropanol MERCK

Kiihlschrank + Gefrierschrank — 20°C

Liebherr-Hausgerite GmbH, Ochsenhausen, Deutschland

Kurzzeitwecker

Kleinfeld Labortechnik, Deutschland

Labor-pH-Meter 766 Calimatic und pH-Einstabmesskette

Knick, Elektronische Messgerdte GmbH & Co., Berlin,

SE 100 Deutschland

Latex-freie Handschuhe Kimberly-Clark, Roswell, USA
Lauryl sulfate SDS Sodium Salt MERCK
Magnesiumchlorid-Hexahydrat p.a. MERCK

Magnetrithrwerk MR 2 000, Heizgerdt HG 2 002

Heidolph-Elektro GmbH & Co. KG, Kelheim, Deutschland
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Bezeichnung

Hersteller, Ort

MetaPhor Agarose 125 g

Biozym

Mg-freier Puffer fiir PCR

Promega GmbH, Mannheim, Deutschland

Microtubes 0,5 ml

Sarstedt AG & Co., Niirnbrecht, Deutschland

Microtubes 2 ml

Eppendorf

Millipore-Séulen

Quiagen GmbH, Hilden, Deutschland

Multi-ReaktionsgefiBe 1,7 ml

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

NaCl, | M MERCK
Natriumperchlorat-Monohydrat p.a. MERCK
PCR Softstrips 0,2 ml Biozym
Peltier Thermal Cycler mit Biozym
Gradienten-Funktion, PTC-200

Pipetten, verschiedene Grofien Eppendorf
Pipettenspitzen Sarstedt
Power Supply fiir Gelelektrophorese Biozym

Primer Exon 7 sense und antisense 50 pmol/ul

TibMolBiol Syntheselabor, Berlin, Deutschland

Q-Solution, 5x

QIAGEN

QIAamp DNA Mini Kit QIAGEN
QIAquick PCR Purification Kit QIAGEN
Reaktionsgefile mit Deckel : Eppendorf

0,65 ml, 1,5 ml, 2 ml

Sephadex TM
G-50 Fine DNA- Grade

Amersham Biosciences Europe GmbH, Deutschland

Sephadex-Séulen

Amersham Biosciences

Sucrose

Sigma

Spin columns G-50 Centri Sep

Applied Biosystems

SPSS-Programm, Version 13.0

SPSS Inc., Chicago, USA

Taq DNA Polymerase SU/ul Quiagen
Tris-Base, 10 mM MERCK
Triton X-100 MERCK
(t-Octylphenoxypolyethoxyethanol)

Uvette® fiir Photometer Eppendorf

UV-Transilluminator TI 3

Biometra GmbH, Diisseldorf, Deutschland

Vortexer REAX 2000 Heidolph, Schwabach, Deutschland

Waage SAC 51 SCALTEC INSTRUMENTS GmbH,
Heiligenstadt, Deutschland

Wirmebad Medax GmbH & Co. KG, Rendsburg, Deutschland

Xylene cyanole

Sigma
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3  Ergebnisse

Insgesamt wurden 80 Priaeklampsiepatientinnen, darunter elf Patientinnen, die ein HELLP-
Syndrom entwickelten, und 80 Kontrollpatientinnen beziiglich des 894G>T-Polymorphismus
im Exon 7 des NOS3-Gens mit einer automatischen Sequenzierung genotypisiert. Daten zu
Geburt und Schwangerschaft wurden von allen Probandinnen, Dopplerultraschallbefunde von

einem Teil der Probandinnen erhoben.

3.1 Klinische und anamnestische Daten

3.1.1 Alter und Ethnizitit

Der Altersdurchschnitt der Prieklampsiepatientinnen lag bei 29 Jahren [+/- 1] und in der Kon-
trollgruppe bei 30 Jahren [+/- 1]. Die Gruppe der Priaeklampsiepatientinnen bestand aus
61 (76 %) Patienten deutscher, zehn (13 %) Patienten tiirkischer und neun (11 %) Patientinnen
anderer Herkunft. Die Kontrollgruppe bestand aus 45 (56 %) Patientinnen deutscher,
22 (28 %) Patientinnen tiirkischer und 13 (16 %) Patientinnen anderer Herkunft. Werden
Patientinnen tiirkischer und deutscher Herkunft als Gruppe der Kaukasierinnen zusammenge-
fasst, setzte sich die Praeklampsiegruppe aus 71 (89 %) Kaukasierinnen und neun (11 %) Pa-
tientinnen anderer Ethnizitit zusammen, wihrend in der Kontrollgruppe 67 (84 %) Kaukasie-
rinnen und 13 (16 %) Patientinnen anderer Ethnizitdt vertreten waren. Praeklampsie- und

Kontrollgruppe unterschieden sich nicht beziiglich Alter (p = 0,51) und Ethnizitit (p = 0,36).

3.1.2 Risikofaktoren fiir Prieklampsie
Raucherstatus

Eine positive Anamnese beziiglich des aktuellen Raucherstatus hatten 13 von 72 (18 %)
Praeklampsiepatientinnen und 22 von 77 (29%) Kontrollpatientinnen. Es gab eine leichte
Héaufung von Nichtraucherinnen in der Prieklampsiegruppe, die jedoch statistisch nicht signi-

fikant war (p = 0,25).
Primiparitit

Erstgebirende waren 63 von 80 (79 %) Prieklampsiepatientinnen und 35 von 80 (44 %)
Patientinnen der Kontrollgruppe. Primiparitit war in dieser Studie signifikant mit Pri-

eklampsie assoziiert (p < 0,0005).
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Body Mass Index vor Beginn der Schwangerschaft

Der Median des Body Mass Index (BMI) der Prieklampsiepatientinnen lag in dieser Studie
bei 24 (IQB 20,2 - 27,8) und in der Kontrollgruppe bei 22,4 (IQB 20,5 - 24,3). Ein hoherer
BMI war in dieser Studie mit Prieklampsie assoziiert (p = 0,005). Ubergewichtig (BMI > 25
kg/mz) waren 35 von 80 (44 %) Praeklampsiepatientinnen im Vergleich zu 16 von 80 (20 %)
Patientinnen der Kontrollgruppe (p = 0,001).

Abb. 2: Body Mass Index vor Beginn der Schwangerschaft
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3.1.3 Komplikationen bei Prieklampsie

Ultraschall wihrend der Schwangerschaft

In der Prieklampsiegruppe zeigten 25 von 47 (53 %) Patientinnen im Vergleich zu drei von 47
(6 %) Patientinnen der Kontrollgruppe einen pathologischen Ultraschallbefund der materna-
len Gefille (A.uterina einseitig und/oder beidseitig) und/oder fetalen Gefile (A. umbilicalis,
A. cerebri media). Ein pathologischer Ultraschallbefund der fetalen und/oder maternalen Ge-

faBe war in dieser Studie signifikant mit einer Priaeklampsie assoziiert (p < 0,0005).



Ergebnisse - 36 -

In der Prieklampsiegruppe betraf diese Pathologie am hiufigsten ausschlieBlich die materna-
len GefiBBe bei 15 von 47 (32 %) Patientinnen, beide (fetale + maternale) Gefil3e in neun von
47 (19 %) Patientinnen und ausschlieBlich die fetalen Gefidfle bei einer von 47 (2 %) Patien-

tinnen.

Schwangerschaftswoche bei Geburt

Der Median der Schwangerschaftsdauer betrug 37 Wochen (IQB 34 - 40) bei den
Priaeklampsiepatientinnen und 39 Wochen (IQB 38 - 40) bei den Frauen mit unauffilligen
Schwangerschaften (p < 0,0005). Der Anteil der Frithgeborenen (Entbindung vor Beendigung
der 37. SSW) betrug bei den priaeklamptischen Miittern 50 % (40 von 80), wihrend er bei den
gesunden Miittern 6 % (5 von 80) betrug. Praeklampsie war in dieser Studie mit Frithgeburt-

lichkeit assoziiert (p < 0,0005).
Geburtsmodus

53 von 80 (66 %) Priaeklampsiepatientinnen und 20 von 80 (25 %) Kontrollpatientinnen
wurden mit einem Kaiserschnitt entbunden. Ein Kaiserschnitt wurde signifikant haufiger bei
den Patientinnen der Prieklampsiegruppe durchgefiihrt (p < 0,0005). Die drei hédufigsten
Griinde fiir eine Sectio waren bei den Prieklampsiepatientinnen an erster Stelle ein pathologi-
sches CTG (32 %) gefolgt von Exazerbation des miitterlichen Blutdrucks (26%) und HELLP-
Syndrom (19 %). Die Frauen der Kontrollgruppe wurden hauptsichlich wegen fehlendem
Progress im Geburtsverlauf (42 %), einem vorzeitigen Blasensprung (21 %) und an dritter
Stelle wegen einem pathologischen CTG (11 %) oder wegen einer Mehrlingsgeburt (11 %)

per Kaiserschnitt entbunden.

Korpergewicht des Neugeborenen

Das durchschnittliche Geburtsgewicht betrug in der Praeklampsiegruppe 2329 g [+/- 115] und
in der Kontrollgruppe 3302 g [+/- 67]. Die Prieklampsie war in dieser Studie signifikant mit

einem niedrigen Geburtsgewicht assoziiert (p < 0,0005).

Gewichtsperzentile des Neugeborenen

Der Median der Gewichtsperzentilen bei Geburt lag in der Praeklampsiegruppe bei 15 (IQB
1 - 30) und in der Kontrollgruppe bei 49 (IQB 22 - 77). Die Gewichtsperzentilen der Neuge-
borenen priaeklamptischer Miitter waren signifikant niedriger als die Gewichtsperzentilen der

Neugeborenen von Miittern der Kontrollgruppe (p < 0,0005).
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17 von 80 (21 %) Neugeborene priaeklamptischer Miitter hatten ein zu niedriges Geburts-
gewicht in Relation zum Gestationsalter (< 5. Perzentile), wihrend dies nur fiir drei von 80

(4 %) Neugeborene gesunder Miitter zutraf (p = 0,001).

Abb. 3: Gewichtsperzentile bei Geburt
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Nabelschnurarterien- pH

Der Median des pH-Werts des Nabelschnurarterienbluts betrug in der Priaeklampsiegruppe
7,28 (IQB 7,24 - 7,33) und in der Kontrollgruppe 7,26 (IQB 7,22 - 7,31). Es bestand kein
statistisch signifikanter Unterschied beziiglich des Nabelschnurarterien-pH zwischen den

Neugeborenen der Miitter der Praeklampsie- und Kontrollgruppe (p = 0,19).

Apgarwert nach der 1. Lebensminute

In der Priaeklampsiegruppe hatten 20 von 69 (29 %) Neugeborene einen Apgarwert nach der
1. Lebensminute < 7, wihrend zehn von 79 (13 %) Neugeborene gesunder Miitter davon be-
troffen waren. In dieser Studie war ein Apgarwert nach der 1. Lebensminute < 7 signifikant

mit einer Prieklampsie assoziiert (p = 0,014).
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Abb. 4: Apgarwert nach der 1. Lebensminute
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Tab. 4: Zusammenfassung maternaler und kindlicher Daten

Praeklampsiegruppe Kontrollgruppe p-Wert*

n=380 n=2_80
Maternales Alter” (Jahre) 29 [+/- 1] 30 [+/- 1] n.s
Kaukasier (%) 71/80 (89 %) 67/80 (84 %) n.s
Raucherstatus (%) 13/72 (18 %) 22/77 (29 %) n.s
Primiparitit (%) 63/80 (79 %) 35/80 (44 %) p < 0,0005
BMI* (kg/m?) 24 (20,2 - 27,8) 22,4 (20,5-243 p = 0,005
BMI > 25 kg/m* (%) 35/80 (44 %) 16/80 (20 %) p =0,001
Gemini (%) 7/80 (9 %) 6/80 (8 %) n.s.
Pathologischer Doppler 25/47 (53 %) 3/47 (6 %) p < 0,0005
SSW bei Geburt" 37 (34 - 40) 39 (38 —40) p < 0,0005
Friihgeburtlichkeit (%) 40/80 (50 %) 5/80 (6%) p < 0,0005
Sectio (%) 53/80 (66 %) 20/80 (25 %) p < 0,0005
Geburtsgewicht” (g) 2329 [+/- 115] 3302 [+/- 67] p < 0,0005
Gewichtsperzentile® 15 (1-30) 49 (22-177) p < 0,0005
Geburtsgewicht < 5.P (%) 17/80 (21 %) 3/80 (4 %) p=0,001
Apgar 1. min. <7 (%) 20/69 (29 %) 10/79 (13 %) p=0,014
Nabelarterien-pH" 7,28 (7,24 —7,33) 7,26 (7,22 -7,31) n.s.

“Median (Interquartilbereich)

® Mittelwert [+/- SE]

¢ p-Werte wurden fiir kategoriale Variablen mit dem Qui-Quadrat-Test und fiir stetige Variablen mit
dem Exakten Test nach Fisher bzw. Mann-Whitney-U-Test berechnet
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3.2 Der 894G>T-Polymorphismus im Exon 7 des NOS3-Gens

3.2.1 Genotyp- und Allelfrequenzen

In dieser Studie zeigte sich folgende Verteilung der Genotypen an Nukleotidposition 894 im
Exon 7 des NOS3-Gens in der Prieklampsiegruppe: 56 % (45 von 80) GG, 41 % (33 von 80)
GT und 3 % (2 von 80) TT im Vergleich zu den Patientinnen der Kontrollgruppe: 63 % (50
von 80) GG, 35 % (28 von 80) GT und 3 % (2 von 80) TT.

Die Haufigkeitsverteilung der Genotypen in allen drei Gruppen (Priaeklampsiegruppe,
Kontrollgruppe und gesamtes Kollektiv) war in Vereinbarung mit der erwarteten Verteilung
unter Annahme eines Hardy-Weinberg-Gleichgewichts (beobachtete versus erwartete Geno-

typfrequenzen p > 0,05).

Unter der Annahme eines rezessiven Vererbungsmodus (TT vs. GT + GG) zeigte sich kein
statistischer Unterschied zwischen Prieklampsie- und Kontrollgruppe (OR 1 [95 % KI 0,1 -
73, p=1).

Unter Annahme eines dominanten Vererbungsmodus (GT + TT vs. GG) war eine leichte Hiu-
fung der Genotypen GT und TT in der Priaeklampsiegruppe festzustellen. Es bestand ein
auf 1,3 erhohtes Quotenverhiltnis (Odds Ratio) fiir die homo- und heterozygote Mutante
(GT + TT) in der Praeklampsiegruppe gegeniiber den Patientinnen der Kontrollgruppe. Dies
war statistisch jedoch nicht signifikant (OR 1,3 [95 % KI 0,7 - 2,4], p = 0,42). Gleiches galt
fiir eine leichte Hiaufung des T-Allels (T-Allel vs. G-Allel) in der Praeklampsiegruppe (OR 1,2
[95 % KI10,7 - 2], p=0,5).

Die genotypische Verteilung getrennt nach ethnischer Zugehorigkeit (Deutsche, Tiirkinnen
und Nicht-Kaukasierinnen) wies keinen statistisch signifikanten Unterschied zwischen den
Gruppen auf (p = 0,82). Bei deutschen, tiirkischen und nicht-kaukasischen Studien-
teilnehmerinnen bestanden dhnliche Genotyp- und Allelfrequenzen in der Prieklampsie- und

Kontrollgruppe (siehe Tabelle 6).
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Tab. 5: Effekt des 894G>T—Polymorphismus im Exon 7 des NOS3-Gens fiir das Risiko, an

Priaeklampsie zu erkranken, unter Annahme verschiedener Vererbungsmodi

Vererbungsmodell | Genotypfrequenz | Genotypfrequenz | Quoten- p
Priaeklampsie- Kontrollgruppe | verhiiltnis
gruppe n = 80 n =380 (OR)
Rezessives Modell
TT vs. GT + GG TT TT OR 1 p=1
2 (3 %) 2 (3 %) [95 % KI10,1 -7,3]
GT + GG GT + GG
78 (98 %) 78 (98 %)
Dominantes Modell
GT + TT vs. GG GT+TT GT+TT OR 1,3 p=042
35 (44 %) 30 (38 %) [95 % K10,7 - 2,4]
GG GG
45 (56 %) 50 (63 %)
Allelfrequenz Allelfrequenz Quoten- p
Fallgruppe Kontrollgruppe | verhiltnis OR)
Allel-Vergleich
Gvs. T G 123 (77 %) G 128 (80 %) 1,2 p=0,5

T 37 (23 %)

T 32 (20 %)

[95 % KI0,7 - 2]

Tab. 6: Genotypische Distribution aufgeteilt nach ethnischer Zugehorigkeit

Deutsche Priaeklampsiegruppe n = 61 | Kontrollgruppe n =45
GG 34 (56 %) 27 (60 %)

GT 25 (41 %) 16 (36 %)

TT 2(3 %) 2(5 %)

T-Allelfrequenz 24 % 22 %

Tiirkinnen Prieklampsiegruppe n = 10 | Kontrollgruppe n = 22
GG 6 (60 %) 15 (68 %)

GT 4 (40 %) 7 (32 %)

TT 0 (0 %) 0(0 %)

T-Allelfrequenz 20 % 16 %

Nicht-Kaukasierinnen

Priaeklampsiegruppe n =9

Kontrollgruppe n = 13

GG 5 (56 %) 8 (62 %)
GT 4 (44 %) 5 (38 %)
TT 0 (0 %) 0(0 %)
T-Allelfrequenz 23 % 19 %
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3.2.2 Merkmale in Abhéingigkeit vom Genotyp in Fall- und Kontrollgruppe

In der Kontrollgruppe unterschieden sich die Frauen mit dem Genotyp GG (Wildtyp) im Ver-
gleich zu den Frauen mit den Genotypen GT und TT (homozygote und heterozygote Mutante)
nicht in den Merkmalen Alter (p = 0,24), Anteil der Primiparae (p = 0,38), Body Mass Index
vor Beginn der Schwangerschaft (p = 0,75), Geburtsgewicht (p = 0,62), Gewichtsperzentile
bei Geburt (p = 0,41) und Schwangerschaftswoche bei Geburt (p = 0,86).

Bei Prieklampsiepatientinnen waren Frithgeburtlichkeit (p = 0,04), ein niedriges Geburts-
gewicht (p = 0,01) sowie eine niedrige Gewichtsperzentile bei Geburt (p = 0,04) signifikant
mit dem Genotyp GT + TT assoziiert.

Es gab keinen genotypabhingigen Unterschied beziiglich der Merkmale Alter (p = 0,28), An-
teil der Primipara (p = 0,16) und Body Mass Index vor Beginn der Schwangerschaft

(p = 0,37) zwischen den GT + TT-Trdgerinnen und den GG-Trédgerinnen in der Prieklampsie-

gruppe.

Tab. 7: Merkmale in Abhingigkeit vom 894G>T-Genotyp in der Praeklampsiegruppe

GT/TT (n = 35) GG (n=45) p-Wert*
BMI* (kg/m?) 22,4 (18,1 -26,7) 26 (22,8 -29,2) n.s.
Geburtsgewicht” (g) 1778 (925 - 2613) 2800 (2140 - 3460) p=0,01
Gewichtsperzentileb 20 [+/- 4] 32 [+/- 5] p=0,04
Geburtsgewicht < 5.P (%) 10/35 (29 %) 7/45 (16 %) n.s.
SSW bei Geburt" 35(32-39) 38 (36 —41) p=0,02
Frithgeburtlichkeit (%) 22/35 (63 %) 18/45 (40 %) p=0,04

“Median (Interquartilbereich)
® Mittelwert [+/- SE]

¢ p-Werte wurden fiir kategoriale Variablen mit dem Qui-Quadrat-Test und fiir stetige Variablen mit
dem Exakten Test nach Fisher bzw. Mann-Whitney-U-Test berechnet
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3.2.3 Elektropherogramm Exon 7 des NOS3-Gens

Abb. 5: Ausschnitte des Exon 7-NOS3—Gens

Legende: schwarz unterstrichen ist die Nukleotidposition 894, Zeile 1: Genotyp GG,
Zeile 2: Genotyp GT, Zeile 3: Genotyp TT
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4 Diskussion

4.1 Risikofaktoren der Prieklampsie

Primiparitit

Die Prieklampsie gilt als eine Erkrankung der Erstschwangerschaft. Auch in dieser Studie war
die Priaeklampsie signifikant mit Primiparitdt assoziiert (p < 0,0005). Dies entspricht den
Beobachtungen einer Vielzahl von Studien [129, 30]. Als ursdchlich fiir die Hiufung der

Prideklampsie bei primiparen Schwangeren wird eine miitterliche Immunreaktion auf paternale

Antigene der feto-plazentaren Einheit gesehen (Immunmaladaption-Hypothese).

Body Mass Index vor Schwangerschaftsbeginn

Ubergewichtigkeit (BMI > 25 kg/mz) vor Eintritt der Schwangerschaft wurde in dieser Studie
als Risikofaktor fiir eine Prieklampsie identifiziert (p = 0,001). Dies bestitigten zahlreiche
Studien [93, 63, 49, 13]. Eine Verletzung des Endothels wird als ursdchlicher Pathomecha-
nismus angesehen. Die bei Ubergewichtigen vorhandene Hyperlipidimie mit der vermehrten
Entstehung von Lipidperoxiden und ein erhohtes Blut- und Schlagvolumen werden als Ursa-

chen der Endothelschiden diskutiert [118].
Raucherstatus

Rauchen als protektiver Faktor gegen Priaeklampsie lieB sich in dieser Studie nicht
bestitigen. Es zeigte sich eine leichte Hiufung von Nichtraucherinnen in der
Priaeklampsiegruppe ohne statistische Signifikanz (p = 0,25). Im Widerspruch dazu zeigte eine
systematische Review von 48 epidemiologischen und klinischen Studien von 1959 bis 2006
eine Reduktion des Erkrankungsrisikos fiir Praeklampsie durch Rauchen bis zu 50 % mit
einer dosis-abhingigen Komponente [29]. Die aktuelle Literatur gibt keine klare Erkldrung,
welche Mechanismen fiir den protektiven Effekt des Rauchens verantwortlich sind. Diskutiert
werden Effekte auf Faktoren der Angiogenese, die Endothelfunktion und das Immunsystem

[29].
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4.2 Komplikationen der Priaeklampsie

Frithgeburtlichkeit

Praeklampsie war in dieser Studie mit Frithgeburtlichkeit assoziiert (p < 0,0005).
Praeklampsiepatientinnen gebaren im Mittel zwei Wochen frither als gesunde Schwangere
(37 SSW vs. 39 SSW). Der Anteil der Frithgeborenen betrug bei den praeklamptischen
Miittern 50 % und bei den Miittern mit einem unkomplizierten Schwangerschaftsverlauf 6 %.

Dies entspricht den erhobenen Daten anderer Assoziationsstudien [49, 114, 93, 63, 143].

Die Friihgeburtlichkeit ist bei Priaeklampsie meist iatrogen verursacht, zum Teil auch durch
eine frithe spontane Wehentitigkeit. Eine édrztliche Entscheidung zur Sectio oder frithzeitigen
medikamentosen Geburtseinleitung als derzeit einzige kausale Therapie der Prédeklampsie

stellt eine Abwigung zwischen der Prognose des Kindes und der Gefahr fiir die Mutter dar.

Kindliche Wachstumsretardierung

Die Praeklampsie war in dieser Studie signifikant mit einem niedrigen Geburtsgewicht assozi-
iert (p < 0,0005). Die Neonaten der Prieklampsiegruppe waren durchschnittlich 973 g leichter
als die Neonaten der Kontrollgruppe (2329 g vs. 3302 g). Diese Werte entsprechen in etwa
den erhobenen Daten anderer Studien [121, 49, 71, 69, 129].

Des Weiteren waren die Perzentilen der Geburtsgewichte Neugeborener prideklamptischer
Miitter signifikant niedriger im Vergleich zur Kontrollgruppe (p < 0,0005). Eine fetale Wachs-
tumsretardierung (Geburtsgewicht < 5. Perzentile) bestand signifikant hdufiger bei den Neu-
geborenen der priaeklamptischen Miitter im Vergleich zu den Miittern mit unauffilligem

Schwangerschaftsverlauf (p = 0,001).

Das niedrigere Geburtsgewicht der Neugeborenen priaeklamptischer Miitter entspricht somit
nicht nur einer iatrogen verkiirzten Schwangerschaftsdauer, sondern auch einer intrauterinen
Wachstumsverzogerung in Relation zum Gestationsalter. Eine intrauterine Wachstums-
retardierung (IUGR = intrauterine growth retardation) als haufige Komplikation bei den Kin-
dern prieklamptischer Miitter wurde in Ubereinstimmung mit dieser Studie in zahlreichen
Untersuchungen festgestellt [30, 71, 69]. Ursédchlich fiir die intrauterine Wachstums-

retardierung ist eine plazentare Mangelversorgung des Fotusses.
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Ultraschall der maternalen und fetalen Gefil3e

Ein pathologischer Ultraschallbefund der miitterlichen Gefdfe (Aa. uterinae) und/oder der
fetalen Gefdle (A. umbilicalis, A. cerebri media) war in dieser Studie signifikant mit Pri-

eklampsie assoziiert (p < 0,0005).

Da der Abfall des peripheren Widerstandes im uteroplazentaren Kreislauf wihrend der frithen
Schwangerschaft bei Prieklampsie ausbleibt, zeigt sich eine erhohte Impedanz im peripheren
vaskulidren System [95]. Dies kann mit einer Dopplersonographie des uteroplazentaren Kreis-
laufs wihrend der Schwangerschaft bei Priaeklampsiepatientinnen nachgewiesen werden [3]
und gilt als potentieller Screeningtest fiir Pracklampsie und eine intrauterine Wachstumsretar-
dierung [33]. Pathologische Dopplerformen der Aa. uterinae von prieklamptischen Schwan-

geren gehen dabei mit einer reduzierten NO-Bildung im Plazentabett einher [9].

Apgarwert nach der 1. Minute

Der Apgarwert ist ein Punkteschema zur Beurteilung der Adaptation des Neugeborenen an das
extrauterine Leben unmittelbar eine Minute, fiinf Minuten und zehn Minuten nach der Geburt.
Bei Werten < 7 nach der 1. Lebensminute spricht man von einer Depression. In dieser Studie
war Priaeklampsie mit einem niedrigen Apgarwert nach der 1. Lebensminute < 7 assoziiert
(p = 0,014). Dies entspricht dem Ergebnis der Studie von Serrano et al. (2004) [114].
Das Risiko fiir eine eingeschrinkte Kreislaufadaptation des Neugeborenen priaeklamptischer
Miitter ist auf die mit Prieklampsie hiufig einhergehende Frithgeburtlichkeit und intrauterine

Wachstumsretardierung zuriickzufiihren.

pH-Wert des Nabelschnurarterienblutes

In dieser Studie gibt es keinen Unterschied des pH-Werts des Nabelschnurarterienblutes
zwischen Prieklampsie- und Kontrollgruppe (p = 0,19). Dies spricht fiir eine suffiziente
drztliche Uberwachung der Schwangerschaft nach Diagnosestellung und der zeitgerechten
Indikation zur Entbindung, so dass ein akuter Sauerstoffmangel des Fotusses bei der Geburt

vermieden werden konnte.
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4.3 Distribution und statistischer Vergleich der Genotyp- und Allel-
frequenzen

Es gab keinen Unterschied der prozentualen Verteilung der Genotypen GG, GT und TT in
Nukleotidposition 894 des NOS3-Gens zwischen Priaeklampsiepatientinnen (56 % GG, 41 %
GT und 3 % TT) und den Patientinnen der Kontrollgruppe (63 % GG, 35 % GT und 3 % TT)
in dieser Studie. Die T-Allelhdufigkeit betrug 23 % in der Priaeklampsiegruppe versus 20 % in
der Kontrollgruppe.

Die Verteilung der Genotypen in der Priaeklampsie- und Kontrollgruppe sowie im gesamten
Kollektiv entsprach der erwarteten Verteilung unter Annahme eines Hardy-Weinberg-
Gleichgewichts (p > 0,05). Statistisch verglichen wurden die erwarteten Genotypfrequenzen
unter Annahme eines Hardy-Weinberg-Gleichgewichts mit den beobachteten Genotypfre-
quenzen in der Studienpopulation. Ein bestehendes Hardy-Weinberg-Gleichgewicht spricht im
Einklang mit dem Ergebnis dieser Studie gegen eine Akkumulation von priadisponierenden

Genotypen in der Praeklampsiegruppe.

Die statistische Auswertung unter Annahme eines rezessiven Vererbungsmodus (TT vs. GG +
GT) zeigte keine Assoziation zwischen Genotyp und Priaeklampsie (OR 1 [95 % KI10,1 - 7,3],
p = 1). Bei Frauen, die homozygot oder heterozygot fiir das T-Allel waren (GT + TT), betrug
das Quotenverhiltnis fiir Praeklampsie 1,3 gegeniiber den homozygoten Trigern des G-Allels
(GG). Diese leichte Risikoerhohung war statistisch jedoch nicht signifikant (OR 1,3 [95 % KI
0,7 - 2,4], p=0,42).

4.4 Diskussion der Bedeutung des 894G>T-Polymorphismus

4.4.1 Vergleich mit den Ergebnissen anderer Assoziationsstudien

Bei kaukasischen Studienpopulationen aus Finnland, Osterreich und Italien fand sich im Ein-
klang mit dieser Studie an einem deutsch-tiirkischen Patientenkollektiv bislang kein Hinweis
fiir einen bedeutenden Einfluss der Genvariante im Exon 7 des NOS3-Gens auf das Erkran-
kungsrisiko fiir Priaeklampsie [49, 121, 32]. Die finnische Studie von Hakli et al. (2003) zeigte
im Widerspruch zu den pathophysiologischen Uberlegungen einer eingeschrinkten NO-
Bildung bei T-Allel-Trdgern sogar eine tendenzielle Hiufung des Wildtyp-Allels (G-Allel) in
der Praeklampsiegruppe [49].
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Auch sieben weitere Assoziationsstudien, darunter vier aus Asien [134, 93, 62, 142], eine aus
dem afro-karibischen Raum [51] und zwei Studien mit ethnisch gemischten Studien-
kollektiven aus England [70, 145] wiesen in Ubereinstimmung mit dem Ergebnis dieser Stu-
die keine Assoziation zwischen dem T-Allel des 894G>T-Polymorphismus und Prieklampsie

auf.

Im Gegensatz dazu fanden zwei japanische Studien und eine kolumbianische Studie eine posi-
tive Assoziation zwischen Prieklampsie und dem T-Allel des 894G>T-Polymorphismus [143,
63, 114]. Die japanische Studie von Yoshimura et al. (2000) zeigte eine positive Assoziation
zwischen schweren Verlaufsformen der Praeklampsie (definiert durch eines der folgenden
Kriterien: Blutdruck > 160/110 mmHg, Proteinurie > 2g/24 h, Thrombozyten < 100 000/mm’
oder Anstieg der Leberenzyme) und den TG + TT-Genotypen (p < 0,01), jedoch keine Assozi-
ation in der Gruppe der milden Praeklampsie (p = 0,57) und der Pfropfgestose (p = 0,51)
[143]. Eine zweite Studie aus Japan von Kobashi et al. (2001) zeigte eine positive Assoziation
zwischen den TG + TT-Genotypen und der schwangerschafts-induzierten Hypertonie (SIH)
sowie der Priaeklampsie ungeachtet des Schweregrades der Erkrankung (p < 0,001) [63].

Auch eine multizentrische Studie aus Kolumbien mit ethnisch gemischtem Studienkollektiv
bestdtigte eine positive Assoziation, allerdings zwischen dem homozygoten TT-Genotyp und
Praeklampsie (p = 0,002), wihrend der heterozygote TG-Genotyp nicht mit Prieklampsie
assoziiert war (p = 0,14) [114]. Diese Studie zeigte auch eine Assoziation zwischen dem

-786C-894T-4b-Haplotyp und Prieklampsie.

Das gleichzeitige Vorkommen zweier homozygoter Risikovarianten, der NOS3 894TT-
Genotyp und der -786-CC-Genotyp, erhohte das Risiko fiir eine Prieklampsie bei Kaukasiern

ohne Effekt der einzelnen Polymorphismen [32].

Hillermann et al. (2005) zeigte bei praeklamptischen T-Allel-Tragerinnen ein erhohtes Risiko
fiir eine vorzeitige Plazentalosung gegeniiber praeklamptischen G-Allel-Trigerinnen [51].
Eine vorzeitige Plazentalosung, die unabhingig von einer Prieklampsie auftritt, war in zwei
Studien aus Japan und Siidafrika mit dem T-Allel assoziiert [S1, 144]. Im Gegensatz dazu
fand eine Studie aus Finnland keinen Zusammenhang zwischen dem T-Allel und einer vorzei-

tigen Plazentalosung [126].

Zusammenfassend féllt auf, dass sowohl die Privalenz als auch der Effekt des T-Allels popu-

lationsabhingig sind.
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Die Allelfrequenz einer allgemeinen Population (Kontrollgruppe) betrug in den japanischen
Studien fiir das T-Allel zwischen 5 - 9 % [143, 63, 50, 86], bei US-Amerikanern zwischen 15
- 21 % [70] und in Studienpopulationen kaukasischer Herkunft zwischen 17 - 44 % [49, 53,
56, 11, 137, 67, 32]. Studien iiber die populationsabhingige Verteilung von NOS3-
Polymorphismen bestitigten ein signifikant selteneres Vorkommen des T-Allels des 894G>T-

Polymorphismus bei Asiaten im Vergleich mit Kaukasiern [78, 120].

Die Allel- und Genotypfrequenzen der Kontrollgruppe dieser Studie @hnelten den angegebe-
nen Haufigkeiten in vergleichbaren Studienpopulationen kaukasischer Herkunft. Aufféllig war
jedoch die niedrigere T-Allelfrequenz der Kontrollgruppe von 20 % in dieser Studie im Ver-
gleich zu den Kollektiven anderer européischer Studien (33 % in Finnland [49], 31% in UK
[53], 25 % in der Tschechischen Republik [56], 17 % in der Tiirkei [11], 29 % in Deutschland
[137], 44 % in Frankreich [67] und 31 % in Italien [32]). Dies konnte an der ethnisch
gemischten Zusammensetzung des Studienkollektivs dieser Studie liegen, so dass die
T-Allelfrequenz insgesamt niedriger liegt als bei den ethnisch homogeneren Populationen

anderer Studien.

Obwohl das T-Allel des 894G>T-Polymorphismus in Asien seltener vorkommt, zeigten sich
stiarkere Krankheitseffekte beziiglich des Erkrankungsrisikos fiir Praeklampsie. Eine mogliche
Hypothese wire, dass die Genvariante im Exon 7 des NOS3-Gens bei Personen asiatischer

Abstammung zur Préadisposition fiir Praeklampsie beitrdgt ohne Einfluss bei Kaukasiern.

Dies entspriche einer genetischen Heterogenitit, was bedeutet, dass dieselbe genetische Vari-
ante in unterschiedlichen ethnischen Populationen unterschiedliche Effekte bewirkt. Méglich
wire auch ein populationsabhéngiges Kopplungsungleichgewicht (linkage disequilibrium) mit

dem -786 T>C-Polymorphismus in der Promotorregion des NOS3-Gens.

4.4.2 Moglicher kleiner Effekt des T-Allels des 894G>T-Polymorphismus?

Diese Studie zeigte eine leichte Haufung der GT + TT-Genotypen bei den Praeklampsie-
patientinnen. Der Unterschied in der prozentualen Héufigkeit der Risikogenotypen GT + TT
betrug 6 % zwischen der Praeklampsie- und Kontrollgruppe (44 % vs. 38 %).
Konnte dieser kleine Unterschied in der Haufigkeitsverteilung der Genotypen zwischen den

Gruppen dennoch eine pathogenetische Relevanz beinhalten?
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Bei einer polygenetischen Erkrankung senkt die Pridsenz einer polymorphen Risikovariante
die Schwelle fiir eine Erkrankung (,,threshold theory*). Eine aktuelle Theorie geht davon aus,
dass polygenetische Erkrankungen eher von vielen Polymorphismen mit jeweils geringen bis
moderaten phédnotypischen Effekten als von wenigen Polymorphismen mit starken Effekten
auf den Phinotyp verursacht werden [23]. Dies konnte beispielhaft an komplex vererbten
Erkrankungen wie dem Myokardinfarkt und dem ischdmischen Schlaganfall gezeigt werden
[61, 21]. Casas et al. (2004) detektierte in einer Metastudie mit 3 513 Probandinnen nur
wenige Gene mit kleinen bis moderaten Effekten (OR 1,2 - 1,45), die mit dem

Erkrankungsrisiko fiir den ischamischen Schlaganfall assoziiert waren [21].

Die momentan vorliegenden Ergebnisse aus genetischen Assoziationsstudien zu Praeklampsie
weisen darauf hin, dass mehrere Gene mit moderaten bis geringen Effekten im Zusammen-
spiel mit Umweltfaktoren die Priddisposition fiir eine Prieklampsie erhohen. Prinzipiell ist
natiirlich nicht auszuschlieBen, dass in Zukunft ein einzelnes oder mehrere Gene mit einem
substanzielleren Effekt auf das Erkrankungsrisiko fiir Praeklampsie identifiziert werden

konnten.

Eine Metaanalyse aus England, welche die Daten aus insgesamt zwolf der vorliegenden Asso-
ziationsstudien mit 1 334 Prideklampsiepatientinnen und 2 894 Kontrollpatientinnen ein-
schloss, errechnete fiir die 894G>T-Variante in der Praeklampsiegruppe eine OR von 1,28
[95 % KI 0,8 - 2,2] (rezessiver Vererbungsmodus) bzw. 1,12 [95 % KI 0,8 - 1,5] (dominanter
Vererbungsmodus) gegeniiber der Kontrollgruppe [145].

Eine weitere Metaanalyse aus Slowenien, die neun Studien mit 1055 Probandinnen und 1 788
Kontrollpatientinnen umfasste, errechnete korrespondierend dazu eine OR von 1,24 [95 % KI
0,9 - 1,7] (rezessiver Vererbungsmodus) bzw. eine OR von 1,72 [95 % KI 0,9 - 3,5] (dominan-
ter Vererbungsmodus) [83].

Obwohl in beiden Metaanalysen die Quotenverhiltnisse fiir die 894G>T-Variante mit beiden
Vererbungsmodellen fiir eine leichte Erhohung des Erkrankungsrisikos an Prideklampsie spre-
chen, zeigen die Konfidenzintervalle einen nicht signifikanten Befund an. Die Autoren der
Studien diskutierten einen moglichen kleinen bis moderaten Effekt der 894G>T-Variante im
NOS3-Gen auf das Erkrankungsrisiko fiir Priaeklampsie, der jedoch nur mit einer noch

groBeren Stichprobenzahl von > 5000 Probandinnen detektiert worden wire [83, 145].
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Zusammenfassend gibt es in dieser Studie keinen Hinweis fiir eine Bedeutung des T-Allels
des 894G>T-Polymorphismus als bedeutsamer Risikofaktor fiir eine Prideklampsie.
Ein kleiner bis moderater phédnotypischer Effekt des T-Allels auf das Erkrankungsrisiko fiir
Praeklampsie kann jedoch nicht ausgeschlossen werden. Die leichte Haufung der TG + TT-
Genotypen bei den Prieklampsiepatientinnen, wie sie sich in einer leichten Erhohung der

Odds Ratio auf 1,3 widerspiegelte, sprache dafiir.

4.4.3 Der 894G>T-Polymorphismus und Komplikationen der Prieklampsie

Werden innerhalb der Kontrollgruppe GG-Tréagerinnen mit GT + TT-Tragerinnen verglichen,
finden sich keine Unterschiede beziiglich Alter, Anteil der Primipara, BMI, SSW bei Geburt,

Geburtsgewicht sowie Gewichtsperzentile bei Geburt.

Ebenso bestand innerhalb der Prieklampsiegruppe kein genotypischer Unterschied beziiglich
der Merkmale Alter, Primiparitdt und BMI. Die Genotypen GT + TT schienen jedoch Friihge-
burtlichkeit zu begiinstigen und das intrauterine Wachstum zu beeintrichtigen. Praeklampsie-
patientinnen mit den GT- und TT-Genotypen gebaren im Vergleich zu den priaeklamptischen
Frauen mit dem GG-Genotyp im Mittel drei Wochen frither (35. SSW vs. 38. SSW,
p = 0,02), signifikant hdufiger vor Abschluss der 37. SSW (63 % vs. 40 %, p = 0,04) und Kin-
der mit einem niedrigen Geburtsgewicht (p = 0,01) und niedriger Gewichtsperzentile
(p = 0,04). Der Anteil wachstumsretardierter Kinder (Geburtsgewicht < 5. Perzentile) war bei

den T-Alleltragerinnen nicht signifikant erhoht (29 % vs. 16 %, p = 0,11).

Einen genotypabhingigen Einfluss des 894G>T-Polymorphismus auf den Verlauf der
Praeklampsie zeigte auch eine Studie aus Italien, ohne dass das Erkrankungsrisiko fiir eine
Praeklampsie per se erhoht war. Prieklampsiepatientinnen mit zwei T-Allelen zeigten gegen-
iiber Prieklampsiepatientinnen mit einem oder zwei G-Allelen ein erhohtes Risiko fiir eine
fetale Wachstumshemmung (dort definiert als Geburtsgewicht < 10. Perzentile) oder fiir eine

erneute Erkrankung an Prieklampsie in einer folgenden Schwangerschaft (p = 0,01) [32].

Schwere Verlaufsformen der Prieklampsie sind in der Literatur durch eine friither einsetzende
Hypertension, einen hoheren Bluthochdruck > 160/110 mm Hg, eine friihzeitiger einsetzende
und schwerwiegendere Proteinurie sowie eine hdufiger vorkommende intrauterine Wachs-
tumsretardierung charakterisiert [25]. Es ist bekannt, dass bei einer friihzeitig einsetzenden
Praeklampsie (Early onset preeclampsia) eine intrauterine Wachstumsretardierung (IUGR)
und eine erneute Prideklampsie in einer ndchsten Schwangerschaft hiufiger vorkommen als

bei einer spit beginnenden Praeklampsie [116, 76].
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Des Weiteren zeigte eine norwegische Studie, dass priaeklamptische Frauen, bei denen die
Hypertonie vor der 37. SSW begann, eine erhohte Sterblichkeit an kardiovaskuldren Erkran-

kungen im spiteren Leben im Vergleich zu Frauen mit spiterer Hypertonie aufwiesen [55].

Eine mogliche Hypothese dieser Studie wire, dass das T-Allel Einfluss auf den Schweregrad
einer Prieklampsie und damit auf die Haufigkeit fetaler Komplikationen (z.B. Friihgeburt-

lichkeit, niedriges Geburtsgewicht) ausiibt.
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Tab. 8: Assoziationsstudien (verdffentlicht bis 10/2007) zwischen NOS3-894G>T-Genotyp
und Préaeklampsie

Autor/Jahr/Land n Fiille/ Grenzwerte Ausschluss- T-Allelfrequenz Genotypfrequenz in p-Wert
Kontrollen Proteinurie kriterien in % Fille vs. % % Fille vs.
und Blutdruck Kontrollen % Kontrollen
Kaukasier
Hikli et al. 2003, 132 PE, 113 K 0,3g24h HT T 25/32 GG 55/46 n.s
Finnland RR 140/90 GT 39/43
TT 6/11
Tempfer et al. 2004, 24 schwere PE, 5 g/24 h oder HT, K, D, N, T 29/50 GG 46/62 n.s
Osterreich 24K 3+ T, MS, A, RPL GT+TT 54/38
RR 160/110
Fatini et al. 2006, 106 PE, 106 K 0,3 g/24h K,D,N,LE, T | T37/31 GG 40/46 n.s
Italien RR 140/90 GT 47/45
TT 13/9
-786CC/894TT p=0,03
Asiatisch
Yoshimura et al. 152 PE, 170 K 0,3 g/L K, D, N, LE, T 15/7 GG 71/86 schwere PE:
2000, Japan Schweregrade: RR 140/90 MS GT 28/13 p<0,01
35 mild, 80 Erhchung TT 1/1 milde PE:
schwer, 37 >30/15 s/d n.s.
Pfropfgestose Pfropfgestose:
n.s
Kobashi et al. 2001, | 112 PE, 335 K 0,3g/Loder 1 + | HT, D,N,MS, | T 12/6 GG 77/88 p < 0,001
Japan RR 140/90 F, HEELP GT 23/12
Erhchung TT 0/0
>30/15 s/d
Watanabe et al. 96 schwere PE, | 2 g/24h HT, N T 13/12 GG 70/80 n.s
Japan, 2001 96 K RR 160/110 GT 17/17
TT 4/3
Ohta et al. 2003, 69 schwere PE, 2 g/24 h oder HT, D, N GG 83/88 n.s
Japan 191 K 2+ MS, F GT+TT 17/12
RR 160/110
Kim et al. 2005, 126 PE, 166 K 0,3 g/L HT, D, N GG 83/82 n.s
Korea RR 140/90 MS, PL, RPL GT +TT 18/18
Yoshimura et al. 112 schwere 3+ HT, K, D, N, T 20/19 GG 65/65 n.s
2003, Bangladesh PE, 119K RR 160/110 LE, MS GT 31/32
TT 4/3
Chen et al. 2007, 92 PE, 256 K 0,3 g/L oder 2+ D, LE, K, T9/18 GG 85/71 p <0,05
China RR 140/90 HELLP, GT 12/22
schwere PE TT 3/7
Afro-Karibisch
Hillermann et al. 48 PE, 42 K 0,3g/Loder2+ | HT,K,D,N T 8/8 GG 86/78 n.s
2005, Siidafrika RR -/90 GT 12/19
TT 2/2
Gemischte Ethnien
°Landau et al. 2004, | 64 PE, 397 K 0,3 g/l oder 2 + HT T 20/21 GG 67/63 n.s
USA RR 140/90 GT 25/31
TT 8/5
°Yu et al. 2004, UK | 89 PE, 349 K 0,3 g/24 h oder HT, K, D, N, T 19/25 GG 67/67 n.s
2+ LE, MS, F GT 27/26
RR 140/90 TT 6/7
°Serrano et al. 2004, | 322 PE, 522 K 0,3 g24h HT,K, D, N, T 20/12 GG 67/77 p =0,002
Kolumbien RR 140/90 MS, LE, A GT 26/22
TT 7/1
894T/-786C/4b- p =0,001

Haplotyp
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Legende: °Ethnisch gemischte Studienpopulation: Landau: hispanische und weile Amerikaner, Yu: Afro-Karibisch, Kau-
kasier und Asiaten, Serrano: Hispanisch und Afro-Karibisch, °° Aussschlusskriterien: HT Hypertension, K Kardiale
Erkrankung, D Diabetes , N Nierenerkrankung , MS Multiple Schwangerschaft , LE Lupus Erythematodes , A Autoimmun-
erkrankungen , F Fetale Anomalien , RPL recurent early pregnancy loss, T Thrombophilie, PE Prieklampsie, K Kontrolle,

SIH Schwangerschafts-assoziierte Hypertonie, n.s. nicht signifikant, s systolisch, d diastolisch

4.4.4 Funktionalitit des 894G>T-Polymorphismus

Eine Reihe von Hinweisen spricht fiir einen funktionellen Effekt des 894G>T-
Polymorphismus, wie er sich in einer reduzierten Genexpression [113, 128, 60], einer verin-
derten Proteinstruktur und -funktion [64, 96, 59] und einer reduzierten endothelabhiingigen
Vasodilatation [111] niederschldgt. Ob er zu einem verstdrkten proteolytischen Abbau fiihrt,
wird kontrovers diskutiert [123, 31]. Alternativ konnte auch ein bestehendes
Kopplungsungleichgewicht zwischen dem 894G>T-Polymorphismus und dem -786 T>C-
Polymorphismus in der Promotorregion des NOS3-Gens indirekt fiir phénotypische Effekte
verantwortlich sein [57, 120, 107].

Natiirlich kann auch die Moglichkeit anderer Ursachen fiir die Beeintrichtigung des NO-
Stoffwechsels bei Prieklampsie nicht ausgeschlossen werden. Beispielsweise werden NO-
hemmende Substanzen, ein Substratmangel, z.B. ein Arginin-Mangel, ein Kofaktor-Mangel,
ein gesteigerter Abbau von NO durch Sauerstoffradikale sowie Diffusionshemmnisse fiir NO
durchs Endothel diskutiert. SchlieBlich konnte die Beeintrdchtigung des NO-Stoffwechsels bei
Praeklampsie nicht nur die Ursache, sondern auch eine Folge der pathologischen Alteration

der Endothelfunktion darstellen.

4.5 Kritische Einschitzung der Methodik

4.5.1 Phinotypisierung

Eine akkurate Phinotypisierung ist bei genetischen Studien entscheidend. Da die Diagnose
der Priaeklampsie auf sekundidren, sich spit im Krankheitsverlauf manifestierenden Sympto-
men (Hypertonie und Proteinurie) beruht, ist sie anfillig fiir diagnostische Messfehler [16].
In der Préaeklampsie-Forschung der letzten Jahre wurden verschiedene Definitionen der
Praeklampsie und variierende Ein- und Ausschlusskriterien verwendet. Vor allem eine strenge
Abgrenzung zur schwangerschafts-induzierten Hypertonie (SIH) wurde in einigen Studien

nicht realisiert. Dies resultierte in widerspriichlichen Studienergebnissen.
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Die Prieklampsie stellt kein einheitliches Krankheitsbild dar. Gegenstand zahlreicher
Diskussionen war die Unterscheidung von Praeklampsie in einer Erstschwangerschaft und in
einer zweiten Schwangerschaft als moglicherweise distinkte Krankheitsentitdten mit unter-
schiedlichen Pathomechanismen. Idealerweise sollten sich genetische Studien daher auf

Frauen konzentrieren, die an Praeklampsie in der Erstschwangerschaft erkrankten.

Im Folgenden sollen Fehlerquellen bei der Feststellung von Hypertonie und Proteinurie auf-
gezeigt werden. Bei Frauen am Ende der Schwangerschaft zeigen sich signifikante Blut-
druckunterschiede sowohl zwischen der aufrecht sitzenden und links-seitlich liegenden Posi-
tion [119] als auch zwischen den auskultatorisch gemessenen Druckwerten, die in Korotkoff-

Phase 4 (geddampfter Ton) und 5 (Verschwinden des Tons) gemessen wurden [18].

Das frithere Prieklampsie-Kriterium einer Blutdruckerh6hung des systolischen Wertes > 30
mmHg und/oder des diastolischen Wertes > 15 mmHg, wie es in einigen Studien noch
verwendet wurde [143, 63], war problematisch, weil es im zweiten Trimester der Schwanger-
schaft physiologisch zu einer Blutdruckerhohung kommt, wenn sich der im ersten Trimester
gesunkene Blutdruck wieder normalisiert. Ebenso kann eine bereits bestehende chronische
Hypertension durch einen bei den betroffenen Frauen besonders ausgepréigten Blutdruckabfall
im ersten Trimester der Schwangerschaft maskiert werden. Streng genommen kann eine end-
giiltige diagnostische Klassifizierung hypertensiver Schwangerschaftserkrankungen erst zwolf
Wochen post partum vorgenommen werden, um einerseits zwischen chronischer Hypertonie
und SIH und andererseits zwischen Pfropfgestose und Prieklampsie sicher zu unterscheiden.
Fiir die Durchfiihrung von wissenschaftlichen Studien bedeutet dies die Forderung nach einer

zwolfwochigen Beobachtungszeit nach Entbindung.

Eine Proteinurie wird als Ausscheidung von > 0,3 g Proteinen in 24 Stunden definiert. Dies
korreliert normalerweise mit > 30 mg/dl Proteinen in einer einzelnen Urinprobe bzw. mit
einem mindestens 2-fach positiven Urinteststreifen unter der Vorraussetzung, dass es keine
Hinweise fiir eine Harnwegsinfektion gibt. Einige Studien zeigten jedoch Diskrepanzen zwi-
schen den Messwerten aus einem 24-Stunden-Urin und den Messwerten aus einer einzelnen
Urinprobe [1, 36]. Als Goldstandard sollte daher eine 24-Stunden-Urin-Messung durchgefiihrt
werden [105].
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In dieser Studie wurde die aktuell giiltige Definition der Praeklampsie laut den diagnostischen
Kriterien der ,,Working Group on High Blood Pressure in Pregnancy* angewendet [105].
Damit war eine Abgrenzung zur SIH nach den aktuellsten wissenschaftlichen Standards
gewdhrleistet. Im Virchow-Klinikum wurde eine Blutdruckmessung nach einschldgigen
Empfehlungen angestrebt. Diese beinhalten eine aufrechte sitzende Position, eine Messung
des diastolischen Blutdrucks in Korotkoff-Phase 5 [18] und die wiederholte Blutdruck-
messung mit einer Zeitdifferenz von mindestens sechs Stunden [105]. Da Verlaufswerte des
Blutdrucks (zwolf Wochen nach Entbindung) fiir diese Studie nicht erhoben wurden, besteht
die Moglichkeit, dass es sich in einigen Priaeklampsiefdllen um unerkannte Pfropfgestosen
handelte, wenn eine schon vor Beginn der Schwangerschaft bestehende chronische

Hypertonie unerkannt blieb.

Die Messung der Proteinurie erfolgte mit der Teststreifenmethode, im Zweifel zusitzlich

durch eine 24-Stunden-Urinmessung.

Primiparitdt war kein gefordertes Einschlusskriterium. Vielmehr zeigte sich wie zu erwarten
eine statistisch signifikante Haufung primiparer Frauen in der Prieklampsiegruppe. In dieser
Studie entsprach die Haufigkeitsverteilung der drei Genotypen GG, GT und TT der primiparen
Frauen in Praeklampsie- und Kontrollgruppe den Héufigkeiten bei multiparen Frauen. Ver-
gleicht man primipare Prieklampsiepatientinnen mit primiparen gesunden Schwangeren, lief3

sich kein Unterschied in der Verteilung der Genotypen feststellen.

Ein Einfluss der genannten Kritikpunkte auf das Ergebnis dieser Studie ist zwar theoretisch

moglich, wird aber als minimal eingeschitzt.

4.5.2 Ethnische Heterogenitit der Studienpopulation

Die in dieser Studie untersuchte Population war ethnisch heterogen. Idealerweise sollten
genetische Studien an einer ethnisch homogenen Studienpopulation durchgefiihrt werden, da
ethnische Variabilitat zwischen Fall- und Kontrollgruppe zur Verfilschung des Ergebnisses
einer Assoziationsstudie fithren kann [23]. Diese Art von Verzerrung eines Studienergebnisses
bezeichnet man als Stratifizierungsfehler. Neuere Studien zeigten, dass eine ethnisch gemisch-

te Studienpopulation genetische Effekte eher auswischt als verstirkt [133].

So drohe vor allem die Gefahr, die Alternativhypothese abzulehnen, obwohl ein Unterschied
zwischen Fall- und Kontrollgruppe vorhanden ist (Fehler 2. Ordnung). Die Wahrscheinlich-
keit einer filschlicherweise angenommenen Assoziation sei dagegen wesentlich geringer

(Fehler 1. Ordnung).
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Bezogen auf den genotypischen Vergleich zwischen Préeklampsie- und Kontrollgruppe ist
daher davon auszugehen, dass keine wesentliche Beeinflussung des statistischen Ergebnisses
stattgefunden hat. In dieser Studie waren die Genotypen des NOS3-894G>T-Polymorphismus
bei den deutschen, tiirkischen und nicht-kaukasischen Studienteilnehmerinnen dhnlich verteilt
(p = 0,82). Die Subgruppen der Studienteilnehmerinnen mit tiirkischer Nationalitit (n = 32)
und anderer Nationalitdt (n = 22) waren so klein, dass eine separate statistische Auswertung
nicht sinnvoll erschien. Ein Kritikpunkt dieser Studie war eine zu geringe Probandinnenzahl
in den einzelnen ethnischen Gruppen, um interethnische Differenzen in der genotypischen

Verteilung zu erfassen.

4.5.3 Stichprobengrofie und Statistische Power

Assoziationsstudien konnen zufdllige Assoziationen bei geringen Stichprobengréfien
begiinstigen [19]. Andererseits ist es moglich, dass eine Assoziationsstudie aufgrund einer zu
geringen Stichprobengrofle und daher eingeschrinkter Power eine kleine, aber wichtige
Erhohung der Suszeptibilitit fiir Praeklampsie nicht detektiert. Wie oben bereits erwdhnt wer-
den heute bei komplex genetisch vererbten Erkrankungen, wie sie die Prieklampsie darstellt,
mehrere Kandidatengene mit kleinem bis moderatem Effekt verantwortlich gemacht [23].
Dies konnte sich in einem erhohten Quotenverhiltnis von 1,2 bis 1,44 fiir das einzelne Gen
niederschlagen, wie eine Metaanalyse zum ischamischen Schlaganfall beispielgebend zeigte
[21]. Geht man von einer so kleinen, aber dennoch relevanten Effektgrofe eines einzelnen
Polymorphismus aus, sollte eine Assoziationsstudie Tausende von Probanden einschlieB3en,

um eine ausreichend grofle Power der Studie zu gewihrleisten [145].

Eine Schwiche dieser Studie besteht somit in einer zu kleinen Stichprobenzahl, um kleine

genetische Effekte zu detektieren.

4.5.4 Studiendesign

Die Ergebnisse von Assoziationsstudien komplexer genetischer Erkrankungen waren in der
Vergangenheit nicht nur auf dem Gebiet der Praeklampsie widerspriichlich und haufig nicht
reproduzierbar. Als Griinde dafiir wurden u.a. phinotypische Komplexitit, genetische Hetero-
genitit, Stratifizierungsfehler bei ethnisch gemischten Studienkollektiven und eine zu geringe

Power der Studien diskutiert [23].

Daher stellt sich die Frage, ob eine Assoziationsstudie iiberhaupt genetische Determinanten

einer komplexen Erkrankung detektieren kann?
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Polygenetische Erkrankungen werden durch eine Vielzahl von genetischen und nicht geneti-
schen Einflussfaktoren verursacht, die wiederum miteinander interagieren. Wahrscheinlich
tragen mehrere Gene an unterschiedlichen Genorten und unterschiedliche Allele innerhalb

eines Gens zur Krankheitsentstehung bei (Multilokus-Multiallel-Modell) [122].

Die Untersuchung nur eines einzelnen SNP wird der Komplexitit moglicher Einflussvariablen
nicht gerecht und kann angesichts einer Groenordnung von iiber 3 Millionen SNP's im

menschlichen Genom mit der ,,Suche nach der Nadel im Heuhaufen* verglichen werden.

Eine aktuelle Studie aus England, die GOPEC-Studie (Genetics of Pre-Eclampsia) war die
erste Studie, die eine Vielzahl von Polymorphismen (28 SNP's in 7 verschiedenen Kandida-
tengenen) bei iiber 1000 prieklamptischen Frauen und ihren Familien untersucht hat. Keine
der Varianten inklusive der Varianten im NOS3-Gen zeigte eine Assoziation mit Praeklampsie
[124]. Diese Studie hatte eine 85%ige Power ein genotypisches relatives Risiko von 1,6 zu
detektieren. Auch eine noch umfangreichere Assoziationsstudie, welche 775 SNP's in 190
verschiedenen Kandidatengenen bei 394 prieklamptischen Frauen und ihren Neugeborenen
untersuchte, fand keine Assoziation zwischen Priaeklampsie und den bisher untersuchten
Genen inklusive NOS3 [41]. Sie gab jedoch Hinweise fiir die Bedeutung von bisher nicht
untersuchten Varianten (COL1A1 und IL1A). Diese Studie hatte eine 80%ige Power ein geno-

typisches relatives Risiko von 1,6 — 1,9 zu detektieren.

Beide Studien konnten trotz groferer Stichprobenzahl und Anzahl der untersuchten SNP's
keine assoziierten Varianten detektieren, was verdeutlicht, dass die fiir Préeklampsie
pradisponierenden Genotypen hochstwahrscheinlich noch kleinere phianotypische Effekte mit
relativem Risiko < 1,6 ausiiben und andere bisher nicht untersuchte Gene eine Rolle spielen.
Ein effektiveres Studiendesign, um kleine genetische Effekte zu detektieren, sind genomweite
Assoziationsstudien, wie sie bereits bei einigen komplexen genetischen Erkrankungen mit

Erfolg durchgefiihrt wurden [125, 102].

4.6 Priaeklampsie als Risikofaktor fiir kardiovaskulire Erkrankungen

Die Langzeitprognose der Praeklampsie ist durch die hédufigere Inzidenz kardiovaskuldrer
Erkrankungen bei den betroffenen Frauen getriibt. Zahlreiche Studien zeigen einen
Zusammenhang zwischen einer Praeklampsie und einem erhohten Risiko fiir kardiovaskulidre
Erkrankungen im spéteren Leben. Dazu gehoren beispielsweise die Hypertension [2, 77], die

koronare Herzerkrankung [58, 117] und der Schlaganfall [17, 55].
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Eine Studie aus Norwegen, welche Daten aus dem Geburtenregister verwendete, zeigte ein
8-faches Risiko fiir einen spiteren kardiovaskuldren Tod bei Miittern mit Prieklampsie, die
frithgeborene Kinder zur Welt brachten [55]. Aufgrund gemeinsamer Risikofaktoren wie auch
aufgrund der Storung der Endothelzellfunktion als Schliisselereignis wird fiir kardiovaskulédre

Erkrankungen und Praeklampsie eine gemeinsame genetische Grundlage postuliert [111, 52].

Die Entdeckung der ursédchlichen Risiko-Polymorphismen fiir Praeklampsie hat somit eine
prognostische Bedeutung fiir das kardiovaskulédre Risikoprofil der betroffenen Frauen. Eine
wiederholte diagnostische Abklirung und Reduktion vorhandener Risikofaktoren (Rauchen,
Hypercholesterindmie, Fettleibigkeit, Diabetes und physische Inaktivitit) ist bei Frauen,
welche bereits an Prideklampsie erkrankten, besonders zu empfehlen, um eine zusitzliche

Aggravierung des bereits erhohten kardiovaskuldren Risikos zu verhindern.

4.7 Perspektiven

Verbunden mit der genetischen Forschung auf dem Gebiet der Priaeklampsie ist die Hoffnung
auf ein besseres Verstidndnis der molekularen Prozesse, die zu dieser Erkrankung fithren und
die Verbesserung priadiktiver, priaventiver und therapeutischer Strategien [23]. Im idealen Fall
konnte ein genetischer Test Hochrisikopatientinnen identifizieren, die dann einem spezifi-
schen Pridventionsprogramm zugefiihrt werden. Ein weiteres Potential der genetischen For-
schung liegt darin, Genvarianten mit differentiellem Ansprechen auf medikamentdse Thera-

pien zu entdecken.

Momentan gibt es noch keine allgemein akzeptierten Moglichkeiten, eine Prieklampsie vor-
zubeugen. Die Morbiditdt und Mortalitit der Prieklampsie konnen jedoch durch die frithe
Stellung der Diagnose und eine qualifizierte medizinische Betreuung in der Schwangerschaft
vorbeugend beeinflusst werden. Die Suche nach einem idealen Screeningtest oder pradiktiven
Test fiir Praeklampsie fiihrte bisher zu keinem Erfolg, da die pradiktiven Werte der untersuch-
ten Tests zu gering waren [33]. Ein genetischer Test konnte als pridiktiver Marker idealer-
weise schon vor einer Schwangerschaft eingesetzt werden. Aufgrund der Annahme, dass eine
Vielzahl von Polymorphismen mit geringem phénotypischen Effekt im Zusammenspiel mit
anderen Risikofaktoren zu Prideklampsie fiihren, ist die priddiktive Aussagekraft einer einzel-
nen genetischen Variante jedoch minimal. Ein Test, welcher mehrere Genotypen mit unter-
schiedlichen Risiko-Allelen in Kombination mit etablierten Risikofaktoren untersucht, konnte

zukiinftig als pradiktiver Marker sinnvoll sein [140].
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Die pharmakologischen Moglichkeiten der Priavention einer Prieklampsie sind leider bis dato
gering. Der Einsatz von NO-Donatoren wie Glyceryltrinitrat und L-Arginin und den Antioxi-
dantien Vitamin E und C kann laut der aktuellen Cochrane Reviews nicht empfohlen werden
[84, 108], wihrend niedrig-dosiertes ASS und Calcium einen leicht schiitzenden Effekt vor
Praeklampsie zeigten [27, 54].

Genetische Determinanten der Prieklampsie sollten in Zukunft im Rahmen einer genomwei-
ten Assoziationsstudie erforscht werden. Eine Forderung an die Forschung ist, dass zukiinftige
Studien einige tausend Probanden einschliefen miissen, um Allele mit kleiner bis moderater
Effektgrole zu identifizieren. Diese Dimension ist nur in einer multizentrischen Studie zu
erreichen. Einheitliche Kriterien des Ein- und Ausschlusses von Probanden (Primiparitiit,
strenge Kriterien der Messung fiir Blutdruck und Proteinurie) und der Datengewinnung soll-
ten festgelegt werden. Da die aktuellen Forschungsergebnisse zunehmend auf einen fetalen
genetischen Einfluss und die Interaktion zwischen maternalen und fetalen Genen hinweisen,
sollten genetische Studien miitterliche und kindliche Gene untersuchen [41]. Anschlieend
sollte in funktionellen Studien festgestellt werden, ob sich fiir die assoziierten Varianten Aus-
wirkungen auf die Genexpression, die Proteinfunktion und physiologische Parameter nach-
weisen lassen. Die Entwicklung von Methoden zur Untersuchung komplexer, multigener Er-
krankungen, insbesondere die Entwicklung effektiver Studiendesigns und statistischer

Verfahren, sollte weiter vorangetrieben werden.

Der Benefit der bisherigen genetischen Forschung auf dem Gebiet der Praeklampsie liegt eher
bei der Identifizierung von Krankheitsmechanismen. Eine risikoadaptierte Privention in der
Schwangerschaft wie auch die Suche nach Therapieoptionen fiir an Prieklampsie erkrankte

Frauen sind die Ziele der weiteren Forschung.
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S  Zusammenfassung

Die Pathophysiologie der Priaeklampsie bleibt trotz intensiver Forschung ungeklirt. Da sie
3 - 5 % der Schwangerschaften betrifft, zu einer erhohten Mortalitit und Morbiditdt von
Mutter und Kind fiihrt und es bisher keine vorbeugenden Behandlungsoptionen gibt, bleibt sie

weiterhin ein wichtiges Gesundheitsproblem und damit Forschungsgegenstand.

Eine generalisierte Endothelzelldysfunktion bildet die Grundlage der klinischen Symptomatik
der Prieklampsie. Eine genetische Grundlage der Erkrankung konnte in Familienstudien ge-
zeigt werden. Welche Gene eine ursichliche oder pridisponierende Rolle spielen, bleibt
bisher jedoch wunklar. Ergebnisse aus Studien, welche eine eingeschrinkte NO-
Bioverfiigbarkeit bei Prieklampsiepatientinnen aufzeigten, sowie die Hinweise aus genom-
weiten Kopplungsstudien unterstiitzen die Theorie des polymorphen endothelialen NO-

Synthase-Gens (NOS3) als Kandidatengen fiir Prieklampsie.

Eine héufig untersuchte Variante ist ein Polymorphismus im Exon 7 des NOS3-Gens
(894G>T). Dies ist eine moglicherweise funktionelle missense-Variante, die zum Austausch
von Glutaminsdure durch Asparaginsdure im Kodon 298 fiihrt. Studien zeigten bei
T-Alleltrdgerinnen in der Schwangerschaft eine reduzierte endothelabhingige Vasodilatation.
Das T-Allel wird aulerdem mit einem Risiko fiir kardiovaskuldre Erkrankungen assoziiert,

fiir welche auch die Prieklampsie einen Risikofaktor darstellt.

Diese Studie genotypisierte 80 Prieklampsiepatientinnen, darunter 11 Patientinnen mit einem
HELLP-Syndrom, und 80 Kontrollpatientinnen beziiglich des 894G>T-Polymorphismus.
Des Weiteren wurden klinischen Daten zu Schwangerschaft und Geburtsverlauf erfasst und

zusammen mit dem T-Allel als Risikofaktoren fiir eine Prieklampsie evaluiert.

In Ubereinstimmung mit anderen Studien wurden auch in dieser Studie Primiparitit und
Ubergewichtigkeit als Risikofaktoren fiir eine Prieklampsie identifiziert. Durch eine
Praeklampsie erhohte sich das Risiko fiir Frithgeburtlichkeit, eine Entbindung durch Kaiser-
schnitt, eine intrauterine Wachstumsretardierung mit niedrigem Geburtsgewicht, einen erhoh-
ten GefdBwiderstand der fetomaternalen GefdBe in der Dopplersonographie und eine
gestorte postpartale Adaptation mit einem Apgarwert nach der 1. Lebensminute < 7. Kein
Zusammenhang bestand zwischen Raucherstatus sowie dem Nabelschnurarterien-pH und Pra-

eklampsie.
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Die Genotyp- und Allelfrequenzen des 894G>T-Polymorpismus zeigten keinen statistisch
signifikanten Unterschied zwischen Prieklampsie- und Kontrollgruppe. Diese Studie gibt
somit keinen Hinweis fiir einen Einfluss des T-Allels als Risikofaktor fiir Prieklampsie bei
Kaukasiern. Mogliche Erkldrungen fiir abweichende Ergebnisse in anderen Assoziations-
studien sind eine bestehende genetische Heterogenitit dieses Polymorphismus mit phéanotypi-
schen Effekten in asiatischen Populationen und ohne Einfluss bei Kaukasiern als auch eine zu

geringe Power dieser Studie, kleine genetische Effekte zu detektieren.

Der jetzige wissenschaftliche Kenntnisstand spricht dafiir, dass die Krankheitsdisposition fiir
Praeklampsie durch eine Vielzahl von Polymorphismen mit geringem phénotypischen Effekt

jedes einzelnen im Zusammenspiel mit anderen Risikofaktoren erhoht wird.

Auch wenn sich in dieser Studie kein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen dem
894G>T-Polymorphismus des NOS3-Gens und Praeklampsie zeigte, kann ein geringer Effekt
auf das Erkrankungsrisiko nicht ausgeschlossen werden. Dafiir spricht eine leichte Hiufung

der GT- und TT- Genotypen bei den Prieklampsiepatientinnen.

Diese Studie gab zusitzlich Hinweise fiir einen moglichen Zusammenhang zwischen den GT-
und TT-Genotypen des 894G>T-Polymorpismus im Exon 7 des NOS3-Gens und einem
schwereren Krankheitsverlauf bei Prieklampsie verbunden mit einem stidrkeren Risiko fiir

Frithgeburtlichkeit und eine niedrige Gewichtsperzentile des Neugeborenen.

Zukiinftig sollten eine systematische Suche nach krankheitsassoziierten Genorten der

Priaeklampsie im Rahmen einer genomweiten Assoziationsstudie durchgefiihrt werden.
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Anhang

In der Arbeitsgruppe ,,Molekulargenetik in der Geburtsmedizin und Frauenheilkunde* wurde
der Intron 4-Polymorphismus des NOS3-Gens am gleichen Patientenkollektiv und an einer
Gruppe von Frauen mit schwangerschafts-induzierter Hypertonie molekularbiologisch unter-
sucht. Des Weiteren wurde eine Mutation des Mineralkortikoidrezeptors an einem Kollektiv

von Frauen mit schwangerschafts-induzierter Hypertonie untersucht.
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