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1 Einleitung 

Besonders in Wachstumsphasen passen sich Lebewesen Umwelteinflüssen an. So ist das 

menschliche Wachstum von Körper und Organen ein Prozess, der bis ins hohe Lebens-

alter anhält und von verschiedensten Einflüssen abhängig ist. Viele Gene sind an der 

Steuerung dieser Entwicklung beteiligt. Darüber hinaus bestimmt das Ausmaß der Ge-

naktivität und dessen Steuerung in verschiedenen Lebensabschnitten maßgeblich den 

Phänotyp. 

In verschiedensten Studien konnte mittlerweile gezeigt werden, dass temporäre Um-

welteinflüsse, die während der Schwangerschaft und in der unmittelbar postpartalen 

Phase auf den sich entwickelnden Organismus einwirken, große Bedeutung für die spä-

tere Gestalt eines Menschen haben. 

Das intrauterine Wachstumspotential ist genetisch determiniert, die Ausschöpfung die-

ses Potentials hängt jedoch von einer Vielzahl von Faktoren, unter anderem der plazen-

taren Funktion, ab. Die Prozesse, die eine optimale fetale Entwicklung steuern und den 

Menschen so bestmöglich auf das Leben außerhalb des Mutterleibs vorbereiten, sind 

nur in Ansätzen verstanden und bedürfen genauerer Betrachtung. 

Der Einfluss dieser fetalen und maternalen Steuerungsprozesse auf die spätere Ent-

wicklung des Menschen wird in den letzten Jahren immer deutlicher. Es stellt sich her-

aus, dass die phänotypische Plastizität beim Menschen höher als bislang vermutet an-

zusiedeln ist. Neben dem Genotyp scheinen die erworbenen Eigenschaften 

(Umwelteinflüsse) die phänotypische Ausprägung, insbesondere in kritischen Zeitfens-

tern, in größerem Maße zu beeinflussen.  
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Die Existenz kritischer Zeitfenster in der fetalen Entwicklung, etwa für die Organogene-

se, für Fehlbildungen aber auch das fetale Wachstum ist evident und wird seit mehr als 

50 Jahren erforscht (1). Die intrauterine Entwicklung ist ein Zusammenspiel unter-

schiedlichster maternaler, fetaler und plazentarer Systeme, deren exakte Mechanismen 

zum heutigen Zeitpunkt noch unvollständig verstanden werden. 

Besonders die negativen Einwirkungen durch Mangelversorgung oder Toxine (Nikotin, 

Alkohol), die eine Störung des intrauterinen Milieus bewirken, stehen bei der Erfor-

schung dieser Systeme seit Jahrzehnten unter Beobachtung. 

Das Wachstum in der Embryonalperiode (bis zur 8. Woche post conceptionem) ge-

schieht hauptsächlich durch Zellproliferation und Hyperplasie, in der sowohl die Or-

ganogenese stattfindet als auch das Längenwachstum maximal ist. Ab der 32. Schwan-

gerschaftswoche ist die Zellhypertrophie vorherrschend und die Vermehrung der 

Zellen durch Proliferation nimmt ab. 

Aus der Beobachtung des engen Zusammenhangs zwischen temporären, während kri-

tischer Zeitfenster in frühen Entwicklungsstufen einwirkenden Umwelteinflüssen und 

epidemiologischen Daten wurde die Hypothese der fetalen Programmierung abgeleitet. 

Es wird eine Fixierung pathogenetischer Mechanismen angenommen, die zeitlebens be-

stehen bleibt und neben dem Genotyp existiert. Diese Fixierung findet vermutlich be-

sonders in den Phasen höchster Zellproliferation statt und zeigt die Plastizität der emb-

ryonalen und fetalen Entwicklung (2). 

1.1 Fetale Programmierung 

Aus epidemiologischen Studien in Großbritannien, welche die geographische Inzidenz 

von Herz-Kreislauf-Erkrankungen der Jahre 1968 - 1978 betrachteten und eine überra-

schende Gleichverteilung mit der Säuglingssterblichkeit in den Jahren 1921 – 1925 zeig-
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ten, ging die Idee der fetalen Programmierung hervor. Diese Studie kann als retrospek-

tive Analyse einer sehr großen Kohorte chronisch kranker Patienten verstanden werden. 

Aufgrund der geographischen Übereinstimmung der Säuglingssterblichkeit und 50-60 

Jahre später auftretender Kreislauferkrankungen, vermutete Barker, dass diese Patien-

ten schon zum Zeitpunkt ihrer Geburt ein erhöhtes Risiko für diese Erkrankung trugen 

(3). 

Maßgeblich verantwortlich für eine hohe Säuglingssterblichkeit war und ist ein gerin-

ges Geburtsgewicht, welches in einer Folgestudie als Risikofaktor für spätere ischämi-

sche Herzerkrankungen identifiziert wurde. In dieser konnten durch Aufzeichnungen 

von Hebammen einige Geburtsparameter der um 1920 geborenen Patienten zurückver-

folgt werden, wobei Barker et al. eine Verdoppelung der Mortalität  kardiovaskulärer 

Genese bei ehemals untergewichtigen Neugeborenen feststellten (4). 

1993 zeigten Barker und Osmond zudem, dass der Risikofaktor „geringes Geburtsge-

wicht“ auch persistierte, wenn die Betrachtung um die Schwangerschaftsdauer korri-

gierter wurde. Das Geburtsgewicht gilt somit als unabhängiger Risikofaktor für die 

Entwicklung von kardiovaskulären Erkrankungen (5). Im Jahr 1995 fasste das British 

Medical Journal diese Beobachtungen unter dem Namen „Barker Hypothese“ zusam-

men (6). Der Zusammenhang zwischen geringem Geburtsgewicht und dem Risiko kar-

diovaskulärer Erkrankungen ist seitdem umfassend untersucht und in vielen Über-

sichtsarbeiten diskutiert worden (7). 

Daraufhin begann man zu erforschen, ob sich dieser Zusammenhang auch für andere 

chronische Erkrankungen, insbesondere des Stoffwechsels, bei Patienten mit ursprüng-

lich geringem Geburtsgewicht finden lässt. So waren mehrere Parameter, die dem me-

tabolischen Syndrom zuzurechnen sind, ebenfalls mit einem geringen Geburtsgewicht 

assoziiert. Für arterielle Hypertonie, gestörte Glukosetoleranz und Diabetes Typ II lie-

ßen sich in verschiedenen Untersuchungen Korrelationen zum Geburtsgewicht finden 
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(8, 9). Auch in einer Studie zur Verteilung des Körperfettgewebes konnte eine Tendenz 

zu abdomineller Umverteilung und somit einem höheren Risiko für Herz-

Kreislauferkrankungen und Diabetes bei Erwachsenen mit ehemals niedrigem Geburts-

gewicht ausgemacht werden (10). 

All diese Beobachtungen führten zu der Theorie, dass Veränderungen des fetalen Mi-

lieus während der Schwangerschaft einen beachtlichen und frühzeitigen Einfluss auf 

den Phänotyp und insbesondere die Entwicklung chronischer Erkrankungen im Er-

wachsenenalter haben können. 

1.1.1 Ursachen gestörter fetaler Entwicklung 

Die frühzeitige Fixierung von Krankheitsdispositionen wird auf eine mangelnde Ernäh-

rung des Feten durch die Mutter zurückgeführt (11). Eine unzureichende Zufuhr von 

Nährstoffen führt zu einer fetalen Wachstumsretardierung (intrauterine growth restric-

tion = IUGR) im Mutterleib, welche bei dem Feten zu einer Veränderung der Stoffwech-

sellage führt. Man nimmt an, dass sich der Stoffwechsel des Feten auf diese Weise an 

die Not- und Mangelsituation im Mutterleib anpasst. Was für den Feten zunächst einen 

Überlebensvorteil darstellt, könnte durch eine Fixierung und Programmierung dieser 

Mechanismen im späteren Leben unter anderem Ursache chronischer Stoffwechseler-

krankungen (Adipositas) sowie einen haushälterischen Umgang mit Energiereserven 

bedeuten. Diese Vorprogrammierung eines sparsamen Stoffwechsels wird als „Thrifty 

Phenotype“ bezeichnet und von Hales & Barker in ihrer Hypothese diskutiert (9). Die in-

trauterine Mangelversorgung wird als vorübergehender Umwelteinfluss gesehen, der 

die Programmierung endokriner Systeme des Feten bewirkt. 

Tritt nach dem intrauterinen Nährstoffmangel eine normale oder übermäßige Versor-

gung mit Nährstoffen innerhalb der ersten zwei Lebensjahre ein, so zeigt sich ein ra-

sches extrauterines Wachstum, welches besonders mit einer Zunahme des abdominellen 
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Fettgewebes verbunden ist. Zudem zeigen diese Kinder eine gestörte Glukosetoleranz 

(12). Aus dieser Beobachtung folgte die Formulierung der „Mismatch-Theorie“, wonach 

drastische Unterschiede zwischen intra- und extrauterinem Milieu als Anpassungsstö-

rung verantwortlich gemacht werden. Diese besagt, dass eine starke Abweichung der 

tatsächlich eingetroffenen von der „erwarteten“ Nährstofflage zu einem gleichermaßen 

erhöhten Risiko metabolischer Erkrankungen führt (13). Dieses Aufholwachstum wird 

auch „catch-up fat“ genannt und stellt sich im Rahmen der Mismatch-Theorie als Risiko-

faktor für spätere metabolische Störungen dar. 

Eng verbunden mit der Hypothese der Fehlernährung im Mutterleib ist die „Overnutri-

tion-Hypothese“, die etwa bei adipösen oder diabetischen Müttern für Veränderungen 

des intrauterinen Milieus verantwortlich gemacht wird. Es zeigt sich, dass sowohl 

Mangelernährung im Mutterleib als auch ein übermäßiges Nährstoffangebot für spätere 

chronische Erkrankungen des metabolischen Syndroms verantwortlich gemacht wer-

den können (14). 

Um diese pathologischen Zustände nach der Geburt zu quantifizieren wurden Termini 

eingeführt, die diese relativen Gewichts- und Längenparameter in Gruppen einteilen 

(Tab. 1). So wird bei hypotrophen, untergewichtigen oder kleinen Neugeborenen bezo-

gen auf ihr Gestationsalter von small for gestational age (SGA)-Geborenen gesprochen, 

wenn diese unterhalb der zehnten Perzentile für die bevölkerungsgemittelte Gewichts- 

und Längenwachstumskurve liegen. Obwohl der Begriff häufig mit einer intrauterinen 

Wachstumsretardierung (IUGR) gleichgesetzt wird, darf eine solche erst diagnostiziert 

werden, wenn das Neugeborene aufgrund einer Fehlernährung durch pathologische 

Prozesse in Wachstum und Entwicklung zurückbleibt. Da eine Retardierung meist 

asymmetrisch, das heißt in der zweiten Hälfte der Schwangerschaft auftritt, bleiben 

Länge und Kopfumfang häufig im Normbereich, wohingegen das Gewicht zurück-

bleibt. Dies ist am häufigsten Folge einer fetoplazentaren Dysfunktion (siehe Tabelle). 
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Tabelle 1: 

Abkürzungen und Definitionen 

SGA small for gestational age = hypotroph, <10. Perzentile (Größe und Gewicht) 

AGA adequate for gestational age (eutroph)  

LGA large for gestational age = hypertroph, >90. Perzentile (Größe und Gewicht) 

IUGR intrauterine growth restriction (SGA mit pathologischer Ursache) 

- primär Beginn der Retardierung vor der 16. Schwangerschaftswoche (10-20% der Fälle) 
normaler Kopf/Bauchumfang-Index (symmetrisch) 
Ursachen: Chromosomenaberration, exogene Noxen (z.B. Alkohol, Medikamente) 

- sekundär Beginn der Retardierung im zweiten oder dritten Trimenon (30-35% der Fälle) 
Kopfumfang > Bauchumfang (asymmetrisch großer Kopf) 
Ursachen: uteroplazentare Dysfunktion, endokrin, metabolisch, infektiös 

- intermediär Beginn der Retardierung zwischen 16. und 24. SSW (45-55% der Fälle) 
Kombination prim. und sek. Faktoren: z.B. Fehlernährung, Nikotin 

LBW low birth weight (<2.250g) 

VLBW very low birth weight (<1.500g) 

Frühgeburt Geburten vor der 37. Schwangerschaftswoche (post menstruationem) 

Gestationsalter 1. Tag der letzten Regelblutung bis zur Geburt (norm. 280d, 40w) 

Tab. 1: Begriffsdefinitionen zu Schwangerschaftsparametern 

 

Das abnorm verminderte Wachstum im Mutterleib wird zudem in eine primäre und se-

kundäre Form eingeteilt, die eine symmetrische von einer asymmetrischen Retardie-

rung unterscheidet. Während bei der primären Form in der Embryonalperiode die 

Zellproliferation gestört wird und die symmetrische Retardierung auf einer Verminde-

rung der Zellzahl beruht, ist der Fetus bei der sekundären Form durch ausreichende 

Zellzahl in der Lage diese sog. asymmetrische Retardierung durch „catch-up growth 

(fat)“ postpartal schnell aufzuholen (15). 

Neben nutritiven Faktoren sind auch andere biometrische Parameter an der Entstehung 

einer intrauterinen Wachstumsretardierung beteiligt und in Tabelle 2 aufgezählt. In 

über 40% der Fälle, die nicht mit Dysmorphien, Chromosomenaberrationen oder Infek-

tionen erklärt werden können, bleibt die Ursache einer IUGR sowie der Frühgeburtlich-
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keit ungeklärt (16). Jedoch lässt sich häufig eine vaskuläre Genese durch die Erhöhung 

des Widerstandes plazentarer Gefäße und konsekutiver fetoplazentarer Dysfunktion 

vermuten. Hier spielen sowohl Noxen wie Nikotin aber auch hypertensive Entgleisun-

gen, wie etwa bei der Präeklampsie, eine Rolle (17). 

Tabelle 2: 

Ursachen intrauteriner Wachstumsretardierung 

Biometrische Daten Alter und Statur der Mutter 

 Erstgebärende, Mehrlingsschwangerschaften 

 mangelnde Schwangerschaftsvorsorge, niedriger soz.-ökon. Status 

Krankheiten  

- maternal Präeklampsie, chronische Erkrankung (Herz, Niere) 

- genetisch/chromosomal Trisomien, Achondroplasie, Osteogenesis imperfecta, Dysmorphien 

- Stoffwechsel Polyhydramnion, transienter neonataler DM, Pankreasagenesie 

- Infektionen Röteln, CMV, Toxoplasmose, VZV 

-Anomalien Uterus- oder Plazentaanomalien 

Noxen Alkohol, Nikotin, Kokain, andere Drogen 

ungeklärt häufigste Ursache 

Tab. 2: Risikofaktoren intrauteriner Wachstumsretardierung 

 

1.1.2 Mechanismen gestörter fetaler Entwicklung 

Neben der Mangelernährung werden weitere Mechanismen, die zu einer gestörten feta-

len Entwicklung beitragen diskutiert. 

Die 11-β-HSD2-Hypothese 

Diese Hypothese sieht in der Exposition des Fetus mit erhöhten Cortisolspiegeln die 

Hauptursache für die Störung des intrauterinen Milieus und somit den Einfluss auf 

Wachstum und Entwicklung. Um den Fetus vor dem Stresshormon zu schützen, wird 
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dieses in physiologischen Schwangerschaften durch die 11-β-Hydroxy-Steroid-

Dehydrogenase Typ 2 (11-β-HSD2) abgepuffert. Ein Mangel an diesem Enzym wurde 

mit geringem Geburtsgewicht und der Entwicklung kardiovaskulärer Erkrankungen in 

Verbindung gebracht (18). Neueste Studien zeigen zudem ein erhöhtes Plazentagewicht 

bei Müttern, die in der Schwangerschaft starkem Stress ausgesetzt waren (19). Die Ursa-

chen für diese Anpassung, welche als protektiver Faktor für den Fetus gesehen werden 

kann, werden derzeit diskutiert. 

Die fetale Insulin Hypothese 

1999 wurde die Theorie der fetalen Programmierung um eine Hypothese der fetalen In-

sulinresistenz erweitert. Als Ursache für eine programmierte diabetogene Stoffwechsel-

lage im späteren Leben und folglich gestörter Glukosetoleranz (Diabetes) vermuteten 

Hattersley et al. einen in der Fetalperiode fixierten Insulin-resistenten Genotyp. Neben 

dem direkten Nährstoffmangel als Ursache des geringen Geburtsgewichts machten sie 

einen gestörten Insulin-vermittelten Wachstumsreiz mitverantwortlich. Zudem postu-

lieren sie einen direkten genetisch determinierten Effekt einer fetalen Resistenz gegen-

über Insulin als Folge eines gestörten Glukosestoffwechsels der Mutter (20). 

Epigenetische Veränderungen 

In einer holländischen Studie wurden Individuen untersucht, die intrauterin einer 

Hungerperiode (1944/45 aufgrund eines Embargos) ausgesetzt waren und damit in ei-

ner kritischen Entwicklungsphase einen Nährstoffmangel erfuhren. Bei diesen Indivi-

duen wurde, im Vergleich zu Geschwistern gleichen Geschlechts welche nicht in dieser 

Zeit geboren wurden, eine geringere Methylierung des Insulin-like Growth-Factor (IGF-

2)-Gens gefunden; einem der bedeutenden Wachstumsfaktoren (21). 

Dies führte zu der Überlegung, welche die fetale Programmierung und epigenetische 

Prägung über DNA-Methylierungen und Chromatinveränderungen, also ein unter-

schiedlich programmiertes Ableseverfahren verschiedener Genabschnitte, zu erklären 
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versucht. Die Steuerung geschieht dabei abseits der kodierenden DNA-Abschnitte (epi-

genetisch) und ist durch Interaktion mit Umweltfaktoren beeinflusst (21). 

Am besten untersucht ist die Methylierung von Cytosinen, welche die Ablesewahr-

scheinlichkeit von Genabschnitten reguliert. Neben dieser epigenetischen Veränderung, 

wie sie in der holländischen Studie untersucht wurde, sind auch Acetylierungen und 

Phosphorylierung an posttranslationalen Prozessen beteiligt. 

Auch in Zwillingsstudien konnten neue Beweise für die Barker-Hypothese und eine 

epigenetische Beteiligung an diesem Phänomen gesammelt werden. Hier zeigten dieje-

nigen Zwillinge mit geringerem Geburtsgewicht im Erwachsenenalter, trotz identi-

schem Genotyp und Gestationsalter, häufiger diabetogene Stoffwechsellagen und 

Übergewicht (22). Diese phänotypische Diskordanz monozygoter Zwillinge wurde bis-

her aufgrund des identischen Genotyps bei monozygoten Zwillingen auf spätere Um-

welteinflüsse und minimale DNA-Veränderungen zurückgeführt. 

In einer weiteren Studie konnten jedoch signifikante Unterschiede in der DNA-

Methylierung von Leukozyten und Schleimhautzellen bei dizygoten Zwillingen gefun-

den werden (23). Die Forscher kommen zu dem Schluss, dass epigenetische Diskordanz 

bei dizygoten Zwillingen aufgrund unterschiedlicher DNA-Sequenzen vorkommen 

kann, favorisieren aber aufgrund einer Mikroarray-Analyse mittels Einzelnukleotid-

Polymorphismen (single nucleotide polymorphisms, SNPs) die Hypothese einer epige-

netischen Veränderung der Zygoten. Diese Techniken, bei denen unterschiedliche Regi-

onen durch einzelne Basentausche (SNP) oder repetitive Basenfolgen (VNTR) unter-

sucht werden, sind zunehmend für die Entschlüsselung epigenetischer Merkmale und 

Mechanismen verfügbar. 
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1.2 Stickstoffmonoxid (NO) 

Stickstoffmonoxid (NO, hier und im Folgenden wird auf die Kennzeichnung des freien 

Elektrons von NO• verzichtet) ist ein mittlerweile sehr detailliert untersuchtes Signal-

molekül. Zunächst war jedoch das Wissen über den Ursprung und die molekulare Zu-

sammensetzung dieses, unter anderem für die Funktion des Endothels überaus wichti-

gen Stoffes, unzureichend. 

Die Erforschung dieses Systems hat auch den Wirkmechanismus der seit langem zur 

Behandlung arterieller Hypertonie klinisch eingesetzten NO-Donatoren offengelegt. So 

wurde schon 1924 die erste Nitrolingual® Zerbeißkapsel in Deutschland von der Firma 

G. POHL-BOSKAMP mit verdünntem Nitroglycerin hergestellt, ohne dass der Wirkme-

chanismus vollständig verstanden war. 

Anfang der 1980er Jahre wurde bekannt, dass unterschiedliche physiologische Reize 

über einen vom Endothel gebildeten, flüchtigen Mediator zu Vasodilatation führen und 

eine entscheidende Rolle in dessen Funktion sowie der Blutdruckregulation einnehmen. 

Dieses Phänomen konnte nur bei intaktem Endothel nachgewiesen werden (24). Für 

diese Erkenntnis und die Identifizierung des Stoffes als NO erhielten Robert F. Furch-

gott, Ferid Murad und Louis J. Ignarro 1998 den Nobelpreis. 

1.2.1 Synthese und Wirkung von Stickstoffmonoxid 

Synthese von Stickstoffmonoxid 

Initiiert durch die Anheftung von Acetylcholin, Bradykinin, Histamin, Serotonin, ATP, 

ADP, Thrombin und durch physikalische Reize wie Scherkräfte oder intravasale Hypo-

xie wurde dieser Mediator zunächst entsprechend seines Ursprungs und der Funktion 

als EDRF (endothelium-derived relaxing factor) bezeichnet und 1987 chemisch als 

Stickstoffmonoxid identifiziert (25, 26). 
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Bemerkenswert ist die Entdeckung, dass ein anorganisches, gasförmiges Radikal, wel-

ches das geringste Molekulargewicht aller bisher bekannten aktiv durch Säugetierzellen 

sezernierten Stoffe besitzt und bis dato als Schadstoff galt, als physiologischer Boten-

stoff in die Regulierung der Endothelfunktion eingreift (27). 

Zeitgleich suchten andere Forschergruppen nach Prozessen endogener Stickstoffsyn-

these, da bekannt wurde, dass Menschen mehr Nitrat und Nitrit ausscheiden, als sie 

durch Nahrung aufnehmen. So wurde von unterschiedlichen Gruppen zunächst L-

Arginin als Substrat für cGMP und NO in Nervenzellen beschrieben und wenig später 

in Makrophagen eine körpereigene Nitratbildung, ebenfalls aus L-Arginin identifiziert 

(28). Es war somit klar, dass NO durch enzymatische Prozesse in verschiedenen Zellen 

des menschlichen Körpers gebildet wird. Die dazu befähigten Enzyme wurden Stick-

stoffmonoxid-Synthasen (NOS) genannt und bisher unter anderem im Cerebellum, in 

Hepatozyten, Makrophagen, Thrombozyten und eben in Endothelzellen gefunden (29). 

Wirkung von Stickstoffmonoxid 

NO als sehr kleines, gasförmiges, ungeladenes Molekül diffundiert leicht durch biologi-

sche Membranen. Das diffundierte NO hat im Gewebe eine für ein Radikal relativ lange 

Halbwertzeit von 2-3 Sekunden. Die direkte Detektion gestaltet sich in ex-vivo Plazen-

tagewebe trotzdem sehr schwierig (30). Die Eigenschaften von NO werden als „auta-

coid“ bezeichnet, die jenen lokaler Hormone mit kurzer und synthesenaher Wirkung 

entsprechen (31). Die Wirkungen von NO auf physiologischer sowie pathophysiologi-

scher Ebene sind vielzählig und beeinflussen nicht nur das kardiovaskuläre und neuro-

nale, sondern ebenfalls das reproduktive System (z.B. Plazenta) sowie das Immunsys-

tem (32). 

Relaxation: 

Im Gefäßsystem entfaltet es über eine parakrine Wirkung trotz kurzer Wirkungsdauer 

eine hohe biologische Aktivität und führt zu einer Vasodilatation besonders der Kapazi-
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tätsgefäße und Arteriolen. Es reguliert dabei den systemischen Blutdruck und die lokale 

Mikrozirkulation in gut durchbluteten Organen wie z.B. der Lunge, dem Gehirn und 

der Plazenta (33). 

Adhäsions- und Proliferationshemmung: 

An der Oberfläche von Endothelzellen verhindert NO die Anheftung von Leukozyten 

und somit einen der ersten Schritte der Arteriosklerose (34). Auch in Thrombozyten 

vermindert es deren Aggregation und Adhäsion an der Gefäßwand. Zudem wirkt es an-

tiproliferativ auf glatte Muskelzellen in der Gefäßwand und Makrophagen (Schaumzel-

len), was ebenfalls im Rahmen der Arteriosklerose-Entstehung von Bedeutung ist (35). 

Die antiproliferative Wirkung auf Myozyten spielt auch bei der Senkung des Gefäßwi-

derstandes in der Plazenta eine Rolle (36). 

Immunmodulation und Infektabwehr: 

In Immunzellen, besonders in Makrophagen, wird NO in hoher Konzentration gebildet. 

Es wird angenommen, dass so in erster Linie die Abwehr von Erregern durch einen zy-

totoxischen Effekt bewirkt werden soll. Zusätzlich wird der drastische systemische 

Blutdruckabfall beim septischen Schock mit einer hohen Dosis von NO in Verbindung 

gebracht (37). 

1.2.2 Stickstoffmonoxid-Synthase (NOS) 

Für die Stickstoffmonoxid-Synthase (NOS) wurden bisher vier Isoformen beschrieben, 

die als Homodimere vorkommenden und jeweils aus 1.200 – 1.400 Aminosäuren beste-

hen. Es wurden drei konstitutive Formen (cNOS) und eine induzierbare Stickstoffmo-

noxid-Synthase (iNOS, NOS2) identifiziert, welche sich von den anderen Formen we-

sentlich in der Wirkungsdauer und Synthesemenge unterscheidet (38). 
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Die folgende Abbildung zeigt schematisch die Isoformen, in der jeweils eine Oxygena-

se- und eine Reduktasedomäne, eine Bindungsstelle für den Kalzium-Calmodulin-

Komplex sowie die aufgeführten Coenzyme und prosthetischen Gruppen gekennzeich-

net sind. Die Splicingvariante (mtNOS) ist nicht abgebildet. 

 

 

Abb. 1: Schematische Darstellung der humanen nNOS, eNOS und iNOS 
Oxygenase- und Reduktasedomänen mit Anzahl der Aminosäuren. C419, C184, C200: 
Cystein-Reste, CaM: Kalzium-Calmodulin, Myr: Myristoyl, Palm: Palmitoyl, Zn: 
Zink-Liganden. Darstellung nach Alderton 2001 (39). 

 

Die NOS als Dioxygenase oxidiert die Aminosäure L-Arginin zu L-Citrullin und NO. 

Da für die NO-Bildung sieben Einzelelektronen sowie beide Atome des Sauerstoffmole-

küls (O2) übertragen werden müssen, besitzt die NOS ein starkes Redox-System mit 

FAD und FMN als prosthetische Gruppen am C-terminalen Ende. Am N-terminalen 

Ende befindet sich die Bindungsstelle für L-Arginin und die Kofaktoren Häm und 

5,6,7,8-Tetrahydrobiopterin (BH4). Als Substrate dienen NADPH, Sauerstoff und L-

Arginin (27). 
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In der folgenden Tabelle sind die Unterschiede der NOS-Isoformen hinsichtlich Lokali-

sation, Wirkungsdauer und Synthesemenge zusammengefasst. Auffällig ist die im Ver-

gleich zu allen anderen Isoformen sehr lang andauernde Wirkung und drastisch erhöh-

te Syntheseleistung der induzierbaren NOS. 

Tabelle 3: 

Isoformen der Stickstoffmonoxid-Synthase 

 eNOS nNOS iNOS 
mtNOS 
(nNOS-Splicing) 

Typ konstitutiv konstitutiv induzierbar konstitutiv 

Vorwiegende 
Lokalisation 

Endothel Neuronen Immunzellen Mitochondrien 

Dauer der Akti-
vität 

Sekunden Sekunden Stunden bis Tage Sekunden 

Synthesemenge Picomol Picomol Nanomol Picomol 

Subzelluläre 
Verteilung 

95 % membran-
ständig 

>90 % im Cytosol 80–90 % im Cyto-
sol 

mitochondriale 
Membranen 

Regulierung Ca-Calmodulin Ca-Calmodulin unabhängig von 
Ca-Calmodulin 

Ca2+- und span-
nungsabhängig 

Tab. 3: Übersicht der NOS-Isoformen 

 

Neuronale Stickstoffmonoxid-Synthase (nNOS, NOS1): 

In nitrergen Neuronen wird NO durch die neuronale Stickstoffmonoxid-Synthase 

(nNOS, NOS1) als Neurotransmitter für die NO/cGMP-Signaltransduktion und als 

Neuromodulator gebildet. Diese finden sich unter anderem in sympathischen Neuro-

nen und in myenterischen Ganglienzellen. 

Induzierbare Stickstoffmonoxid-Synthase (iNOS, NOS2): 

Die iNOS wurde 1991 als letzte der bisher identifizierten Isoformen in Makrophagen 

nach Stimulation mit Lipopolysacchariden beschrieben (40). Nach Induktion durch 

proinflammatorische Mediatoren (Zytokine, pathogene Viren, Hitzeschockproteine, 
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Hypoxie) findet sich die iNOS vorwiegend in Zelltypen des Immunsystems, wie 

Makrophagen, Mesangiumzellen, Mikrogliazellen und Kupferzellen. Später wurde 

auch in Zellen außerhalb des Immunsystems die Expression von iNOS nach adäquatem 

Reiz nachgewiesen, so in Endothelzellen, Astrozyten, Hepatozyten, Fibroblasten, beta-

Zellen des Pankreas sowie Tumorzellen (41). Die iNOS wird höchstwahrscheinlich so-

wohl in Zellkultur als auch in vivo ausschließlich nach Stimulation exprimiert (42).  

Mitochondriale Stickstoffmonoxid-Synthase (mtNOS): 

Kürzlich wurde eine mitochondriale Unterform beschrieben, für die bisher kein eigenes 

Gen gefunden wurde und welche als Splicingvariante der nNOS diskutiert wird. Diese 

ist in den Mitochondrien an der Modulation des Zellumsatzes beteiligt (43). 

 

1.2.3 endotheliale Stickstoffmonoxid Synthase (eNOS) 

Die endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS, NOS3) ist, auch aufgrund des 

unmittelbaren Einflusses auf die Gefäßregulation, die bisher am besten erforschte Iso-

form (32, 44). Die pathophysiologische Bedeutung von eNOS wurde unter anderem in 

homozygot eNOS-defizienten Mäusen gezeigt, welche Hypertonie und ischämische 

Gewebeschäden entwickelten (45). 

Am Endothel bewirken physikalische Scherkräfte an sackförmigen Membranstrukturen 

(Caveolae) über Caveolin, welches im Ruhezustand eNOS inaktiviert, einen Ca2+-

Einstrom über membranständige Kanäle. Dieses bindet an den Ca2+-Calmodulin-

Komplex, welcher an eNOS bindet und die Inaktivierung aufhebt. Das nun freigesetzte 

NO wirkt durch eine Vasodilatation den Scherkräften entgegen (46). Einer ständigen Ir-

ritation des Endothels, etwa im Rahmen einer Hypertonie, folgt eine Induktion der e-

NOS. 
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Ein anderer, über Mediatoren regulierter Mechanismus, entleert über membranständige 

und G-Protein-gekoppelte Rezeptoren intrazelluläre Ca2+-Speicher. Danach erfolgt eben-

falls die Bindung von Kalzium an den Ca2+-Calmodulin-Komplex und die eNOS-

Aktivierung (25). Die folgende Abbildung zeigt diesen ersten Schritt sowie die weitere 

Kaskade. 

 

Abb. 2: Rolle von Stickstoffmonoxid in Endothel- und glatten Muskelzellen 

Mediatoren aus dem Gefäßlumen oder Scherkräfte bewirken in der Endothelzelle einen Kal-
ziumanstieg, entweder durch Kalzium-Einstrom oder durch intrazelluläre Kalziumspeicher. 
Dies führt über den Ca2+-Calmodulin-Komplex zu einer Aktivierung der eNOS, welche durch 
Aminosäurenspaltung NO in das umliegende Gewebe freisetzt. In der glatten Muskelzelle ak-
tiviert NO eine Guanylatzyklase. Das gebildete cGMP führt zu einer Senkung des Ca2+-
Spiegels der Muskelzelle und dadurch zu Vasodilatation. B2: Bradykinin-B2-Rezeptor; M: 
muskarinerger ACh-Rezeptor; cGMP: zyklisches Guanosin 3',5'-Monophosphat; GC: Guany-
latzyklase; GTP: Guanosin-5'-Triphosphat; .OH: Hydroxyl Radikal; ONOO- : Peroxynitrit. 
Eigene Darstellung 
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Kurzfristig führen also physikalischer Stress und die in der Abbildung gezeigten Medi-

atoren zu einer NO-Freisetzung über die eNOS am Endothel durch Ablösung des Cave-

olins (Proteininteraktion). Langfristig reguliert und somit auch einer quantitativen Be-

stimmung zugänglich wird eNOS durch andauernde Scherkräfte (Hypertonie) mit 

folgender Transkriptionsfaktor-vermittelter gesteigerter Proteinsynthese. Die Substrat-

verfügbarkeit (L-Arginin) scheint bei der physiologischen Reaktion kein limitierender 

Faktor zu sein, allerdings wurde im Tierversuch mittels L-NAME (Nitro-L-Arginin-

Methyl-Ester) durch Substratverknappung eine Endotheldysfunktion gezeigt (47, 48). 

Nitrosativer Stress 

Entstehen im Organismus hohe Mengen von NO (z.B. bei der Infektabwehr), versagt 

die NO-Inaktivierung, welche sonst überwiegend durch Bindung an Häm im Blut statt-

findet und es kommt zu einer Kumulation. Das unzureichend abgebaute NO reagiert 

mit radikalen Superoxidanionen (O2-) zu dem starken Oxidans Peroxynitrit (ONOO-). 

Diese Verbindung führt durch Interaktion mit Proteinen und DNA zu Gewebeschäden, 

was als nitrosativer Stress bezeichnet wird. Zudem wirkt ONOO- hemmend auf die 

eNOS und die lösliche Guanylatzyklase, welche in der glatten Muskelzelle die NO-

Wirkung (Vasodilatation) katalysiert (49). 

Zu der zytotoxischen Wirkung kommt somit auch eine abgeschwächte physiologische 

NO-Wirkung und relative Bioverfügbarkeit hinzu. In diesem Zusammenhang wird 

auch von einer janusköpfigen Funktion der eNOS gesprochen, die durch eine eNOS-

Entkopplung statt ihrer protektiven eine zytotoxische Funktion einnimmt. Zu hohe 

Mengen an eNOS bzw. NO weisen damit auf einen pathologischen Prozess hin (50). 

1.2.4 Genetische Regulation der Stickstoffmonoxid-Synthase 

Neben der Regulation auf Proteinebene gibt es Hinweise darauf, dass bestimmte Gen-

varianten Einfluss auf die Konzentration der eNOS in bestimmten Geweben haben. Der 
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Genlocus für die endotheliale Stickstoffmonoxid Synthase liegt auf Chromosom 7q35-

36. Das Gen besteht aus 25 Introns und 26 Exons, umfasst insgesamt 21 Kilobasen ko-

diert für eine mRNA von 4052 Nukleotiden (51). 

Spezifische Marker mit einem hohen Polymorphismusgrad sind für eine so genannte 

QTL-Analyse geeignet („quantitative trait locus“, Region eines quantitativen Merkmals). 

So werden Abschnitte eines Chromosoms genannt, für die klinische Studiendaten über 

deren Einfluss auf die Ausprägung eines quantitativen phänotypischen Merkmals (zum 

Beispiel Körpergewicht und –länge oder Entwicklung von hypertensiven Erkrankun-

gen) vorliegen. 

In einem Vorversuch am selben Studienmaterial wurde eine Analyse des eNOS-

Polymorphismus aus Leukozyten des Mutterblutes durch Hocher et al. unternommen 

(52). Der Intron 4a/b Polymorphismus stellt eine variable Menge von tandem repeats 

(VNTR) dar und wurde in der gesamten Studienpopulation von 2186 Mutter/Kind-

Paaren analysiert. Bereits während der Erforschung des eNOS-Gens fand man Poly-

morphismen und mutmaßte eine daraus resultierende Krankheitsdisposition bezüglich 

kardiovaskulärer Ereignisse (53). Folglich wurden acht Polymorphismen gefunden, 

sechs einzelne Basentausche und zwei repetitive Sequenzen von denen der Intron 4a/b 

bislang am häufigsten untersucht wurde.  

Eine Abhängigkeit der plazentaren eNOS von diesem Polymorphismus könnte auf des-

sen genetische Regulierung deuten. Es werden jedoch auch epigenetische Vorgänge 

vermutet, die unabhängig vom Polymorphismus für eine veränderte Proteinexpression 

verantwortlich sind. 
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1.3 Proteine des Plazentagewebes und Gefäßregulation 

Die eNOS wurde als führende Isoform der NOS in der Plazenta, potentielle Regelstelle 

des Perfusionsdruckes und der fetalen Versorgung mit Nährstoffen und Sauerstoff 

identifiziert (54, 55). Es wurde gezeigt, dass NO eine wesentliche Rolle bei der Regulati-

on des fetoplazentaren Blutflusses und Gefäßwiderstandes einnimmt, da die Plazenta 

kein autonomes Nervensystem besitzt, welches eine zusätzliche Gefäßregulation er-

möglichen würde (56). 

Lokalisiert ist die eNOS insbesondere in den villösen Zotten der Kotyledonen und auf 

zytologischer Ebene in den Synzytiotrophoblasten, welche die Barriere zwischen Fetus 

und Mutter in diesen Zotten bilden (54, 57). Schon bei der Implantation der Blastozyste 

in das Endometrium wird eine wesentliche Rolle von NO vermutet, welches an den ein-

sprossenden Gefäßen für die Senkung des Widerstandes sorgt. Es wurde gezeigt, dass 

eine Inhibierung der NOS durch die Blockierung des Substrats L-Arginin zu einer Er-

höhung des Widerstands im fetoplazentaren Blutfluss führt (58-60). 

Aufgrund der geringen Halbwertszeit von wenigen Sekunden von NO und der damit 

verbundenen eingeschränkten Möglichkeit der direkten Bestimmung wird der quantita-

tive Nachweis von NO über die Expression des Enzyms eNOS geführt (61). 

Zheng et al. zeigten mittels Chemilumineszens bzw. Western Blot parallel verlaufende 

Konzentrationen von NO und eNOS-Proteinexpression in Kotyledonengewebe zu un-

terschiedlichen Trächtigkeitszeitpunkten beim Schaf. So steigt die eNOS- und NO-

Konzentration von Trächtigkeitstag 110 (entspricht beim Menschen ca. der 32. Schwan-

gerschaftswoche) bis zu Tag 130 (entspricht beim Menschen ca. der 37. Schwanger-

schaftswoche) kontinuierlich bis auf das 2,5fache an, um dann kurz vor der Geburt 

(gemessen an Tag 142, entsprechend ca. der 39.-40. Schwangerschaftswoche) wieder auf 

das Ausgangsniveau abzusinken (61). Zusätzlich wurde die iNOS bestimmt, welche je-
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doch über alle Messpunkte auf einem basalen Niveau ohne Korrelation zur NO-

Konzentration gemessen wurde. 

Um einen Verlauf beim Menschen abzubilden untersuchten Schiessl et al. 2003 die Kon-

zentrationen von Nitrit/Nitrat und cGMP als Metabolite von NO im mütterlichen Blut 

und Urin. Diese verhielten sich hingegen konstant im Verlauf der Schwangerschaft und 

zeigten keine Korrelation mit dem Pulsatilitätsindex der uterinen Gefäße, also einem 

Parameter der fetalen Versorgung (62). Die Bestimmung von NO-Metaboliten ermög-

licht zwar eine Verlaufsbetrachtung, scheint aber die vaskuläre Situation und somit die 

fetoplazentare Versorgung nicht abzubilden. 

Das NO-System wurde auch im humanen Uterus gefunden und scheint eine bedeuten-

de Rolle in der Geburtseinleitungsphase zu spielen. In dieser nimmt die Reaktion der 

Gefäße auf relaxierende Faktoren deutlich ab. Die parakrine Wirkung von NO steuert 

so den Uterustonus, die Blutgerinnung und die Immunsuppression; alles Faktoren, die 

einen zu erwartenden Blutverlust der Mutter und die immunologischen Abwehrreakti-

onen begrenzen (63, 64). 

Myatt et al. untersuchten die eNOS-Proteinkonzentration in der Plazenta von prä-

eklamptischen Müttern und Neugeborenen mit IUGR. In beiden Gruppen wurde eine 

signifikant erhöhte Proteinkonzentration gefunden. Eine mögliche Erklärung sehen die 

Autoren in einer adaptiven Regulation des Endothels aufgrund der hohen hypertensi-

ven Scherkräfte bei Präeklampsie und der mangelnden intrauterinen Versorgung mit 

Nährstoffen und Hypoxie bei IUGR (65). Auch Nasiel et al. fanden erhöhte eNOS 

mRNA bei IUGR und PE im Vergleich zu Plazenten normaler Schwangerschaften (56). 

In peripheren Thrombozyten von Müttern im dritten Trimenon bei einer IUGR-

Schwangerschaft wurden ebenfalls erhöhte Werte von NO und Peroxynitrit gefunden 

(66). 
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Gegenteilige Ergebnisse wurden von Beinder et al. veröffentlicht, die eine verminderte 

NOS-Aktivität im uteroplazentaren Übergang fanden und diese als mögliche Ursache 

für schlechte Perfusion, Thrombosen der intervillösen Zotten und damit IUGR vermu-

ten (67). Auch Schiessl et al. wiesen eine verminderte Expression von eNOS in Synzyti-

otrophoblasten von Neugeborenen mit IUGR, allerdings nicht in denen mit PE, nach 

(55). 

Die Gefäßregulation der Plazenta ist aufgrund der fehlenden Innervation maßgeblich 

von lokalen und systemischen vasoaktiven Substanzen abhängig. Neben der eNOS als 

lokalem endothelständigem System reguliert das Renin-Angiotensin-Aldosterun-

System (RAAS) durch humorale Steuerung die Durchblutung der Plazenta (33, 68). 

Zusammenhänge zwischen eNOS und Klotho, einem Protein welches mit Alterungs-

prozessen in Verbindung steht, zeigen, dass Klotho modulierenden Einfluss auf eNOS 

und somit die NO-Freisetzung am Endothel hat. Zudem konnte gezeigt werden, dass 

die TNF-alpha vermittelte Inhibierung von eNOS durch Klotho aufgehoben wird (69). 

PPARγ ist ein intrazellulärer nukleärer Rezeptor, der den Fettsäure- und Glukosestoff-

wechsel reguliert. Er wird pharmakologisch als Bindungsstelle für die agonistischen 

Thiazolidindione benutzt und wirkt antidiabetogen. In Endothelzellen wurde eine anti-

arteriosklerotische Wirkung nachgewiesen, indem eine Aktivierung des PPARγ die in-

flammatorische Antwort geschädigter Endothelzellen abschwächt. In humanen Plazen-

ten zum Geburtszeitpunkt wurde bei diabetischen Müttern eine erniedrigte NO 

Freisetzung durch PPARγ Regulierung gefunden (70). 

Um diese Interaktionen zu überprüfen, wurden die Betrachtung des RAAS-Systems, 

von Klotho und von PPARγ in die Betrachtung im Hinblick auf die Gefäßregulation der 

humanen Plazenta aufgenommen. 
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2 Fragestellung 

Die bisherigen Arbeiten zu Auswirkungen der vaskulären Regulation über eNOS in der 

Plazenta wurden mit niedrigeren Fallzahlen (n<20) oder im Tierversuch durchgeführt 

(55, 61, 65). Zudem waren die Ergebnisse in der Vergangenheit widersprüchlich. Das ja-

nusköpfige Signalmolekül NO wurde in verschiedenen Studien für protektive wie auch 

für toxische oder adaptive Einflüsse verantwortlich gemacht (71). 

Die endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase spielt eine entscheidende Rolle in der 

vaskulären Regulation der Plazenta, deren Mechanismen aber immer noch unzurei-

chend verstanden werden. In dieser Arbeit soll an dem bisher größten Patientenkollek-

tiv (n=299) der Zusammenhang von eNOS und Parametern der Schwangerschaft, der fe-

talen Programmierung und Interaktionen mit anderen Proteinen untersucht werden.  

Dazu wurden mehrere Fragestellungen erarbeitet: 

1.) Zusammenhang zwischen eNOS-Proteinkonzentration und fetalen Parametern. 

2.) Zusammenhang zwischen eNOS-Proteinkonzentration und maternalen Parametern. 

3.) Zusammenhang zwischen eNOS-Proteinkonzentration und eNOS-Polymorphis-mus. 

4.) Zusammenhang zwischen eNOS und anderen Proteinen der Gefäßregulation: 

Angiotensin-Converting-Enzyme (ACE), Angiotensin-II-Rezeptor Typ1, Klotho, Pero-

xisom-Proliferator-aktivierter Rezeptor gamma (PPARγ). 

 

Die Absicht dieser klinisch epidemiologischen Assoziationsstudie ist es, Hypothesen zu 

testen und neue zu generieren. Die Betrachtung der plazentaren Regelsysteme auf zel-

lulärer und subzellulärer Ebene erfolgte hier nicht, sodass keine kausalen Ableitungen 

getroffen werden können. 
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3 Material und Methoden 

3.1 Studiendesign 

In der Klinik für Geburtsmedizin, Campus Mitte der Charité - Universitätsmedizin Ber-

lin wurde eine prospektive Kohortenstudie im Zeitraum von November 2002 bis Januar 

2004 durchgeführt. Alle Frauen, die in dieser Klinik entbunden haben, wurden gebeten 

an der Studie teilzunehmen und Informationen über den Verlauf der Schwangerschaft 

zu geben und die Erlaubnis zu erteilen, Blut und das Plazentagewebe im Labor unter-

suchen zu lassen. Die Teilnehmerquote lag bei 93,7%. 

Ein- und Ausschlusskriterien 

Um eine verlässliche Erhebung der Sozialdaten zu gewähren, bestand als Einschlusskri-

terium eine ausreichende Kenntnis der deutschen oder englischen Sprache der Mutter. 

Zudem wurden nur Teilnehmer eingeschlossen, deren Mutterpass vollständig geführt 

und deren Probe korrekt beschriftet wurde. Um etwaige Unterschiede ethnischer Her-

kunft zu eliminieren, wurden retrospektiv nur alle kaukasischen Mütter ausgewählt. 

Insgesamt konnten 299 Teilnehmer in die Studie aufgenommen werden. 

Genetische bzw. chromosomale Defekte, Uterus- oder Plazentaanomalien sowie Röteln-, 

CMV-, Toxoplasmose- und VZV-Infektionen sowie Mehrlingsschwangerschaften wur-

den post-hoc aus der dieser Arbeit zugrunde liegenden Studienpopulation ausgeschlos-

sen. 

Da diese Studie am selben Material und über Jahre von mehreren Doktoranden durch-

geführt wurde, ergibt sich in der Anzahl der Proben eine gewisse Variabilität, je nach 

untersuchtem Protein. Auch nach mehrmaligen Versuchen war es bei einigen Proben 

von Plazentagewebe nicht möglich eine korrekte Proteinanalyse durchzuführen. Diese 

Proben wurden ebenfalls retrospektiv ausgeschlossen. 
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Datenerhebung 

Anhand eines strukturierten persönlichen Interviews wurden empirisch Sozialdaten 

und Risikofaktoren für die Schwangerschaft erfragt, welche in der folgenden Tabelle 

aufgeführt sind. 

Tabelle 4: 

Daten aus dem systematischen Interview 

Biometrische Daten Geburtsdatum, Größe, Gewicht (vor der Schwangerschaft) 

Rauchverhalten 

Diabetes (vor/während der Schwangerschaft, in der Familie) 

Risikofaktoren 

Bluthochdruck (vor/während der Schwangerschaft, in der Familie) 

Angaben Kindsvater Alter, Größe, Gewicht, Rauchverhalten, Alkoholkonsum 

Tab. 4: Datenerhebung der Studienteilnehmer, systematisches Interview 

Zusätzlich wurden Daten zum Schwangerschafts- und Geburtsverlauf, welche in der 

untenstehenden Tabelle aufgeführt sind, aus dem Mutterpass entnommen und in eine 

Datenbank übertragen. Die Daten des Mutterpasses wurden von dem behandelnden 

Facharzt für Frauenheilkunde und Geburtshilfe erhoben. 

Tabelle 5: 

Daten aus dem Mutterpass 

Biometrische Daten 
der Mutter 

Geburtsdatum , Größe, Gewicht (vor der Schwangerschaft und im Verlauf) 

Biometrische Daten 
des Kindes 

Geburtsgewicht, Geschlecht, Länge, Kopfumfang, berechneter und korrigier-
ter Geburtstermin 

Geburtsspezifische 
Daten 

Anzahl der Schwangerschaften, Anzahl der Geburten, Gestationsalter, AP-
GAR-Score, Geburtsmodus, Lage 

Ödeme 

Blutdruckwerte (während der Schwangerschaft bei Vorsorgeuntersuchungen) 

Infektionen, Impfungen 

Risikofaktoren der 
Schwangerschaft 

sonstige Schwangerschaftskomplikationen 

Tab. 5: Datenerhebung aus dem Mutterpass 
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Gewinnung des Untersuchungsmaterials 

In Zusammenarbeit mit der Klinik für Geburtsmedizin, Campus Mitte der Charité - 

Universitätsmedizin Berlin wurden die Hebammen der Geburtsstation angewiesen, 

nach der Beurteilung der Plazenta durch den verantwortlichen Arzt, bei jeder Geburt 

eine Kotyledone aus der Mitte der Plazenta zu entnehmen, in ein bereitgestelltes Gefäß 

zu geben und an das Labor zu übergeben. Die Aufarbeitung des Plazentagewebes er-

folgte im Center for Cardiovascular Research (CCR) der Charité – Universitätsmedizin 

Berlin. 

Ethikantrag 

Die Studie wurde vom Ethikkomitee der Charité Universitätsmedizin Berlin genehmigt. 

Alle Teilnehmer wurden über das Forschungsvorhaben aufgeklärt, haben ihr schriftli-

ches Einverständnis gegeben und eine Datenschutzerklärung unterzeichnet. 
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3.2 Material 

3.2.1 Instrumente 

Instrument Hersteller 

Entwicklermaschine Curix 60, Agfa AG, Mortsel, Belgien 

Feinwaage Sartorius BL600, Sartorius AG, Göttingen 

Gel-Elektrophorese-Kammer HU10W Wide Format Mini-Plus, Scie Plas Ltd., Cambridge, UK 

Netzgerät Biometra standard P25, Whatman Biometra GmbH, Tübingen 

pH-Meter WTW pH537, Wiss.-Techn. Werstätten GmbH, Weilheim 

Photometer Spectrophotometer Du530 UV/Vis, Beckmann Coulter, Krefeld 

Pipetten Eppendorf Reference® variabel, Eppendorf AG, Hamburg 

Präzisionswaage Scaltech SBC22, Scaltec Instruments GmbH, Göttingen 

Scanner Canon CanoScan 4400F, Canon Inc., Tokyo, Japan 

Schüttler  Schüttler WT-17, Biometra, Göttingen 

Semi Dry Blotter Transblot® SD Semi-Dry Electrophoretic Transfer Cell, Biorad Laboratories 
Inc., Hercules, USA 

Tischerhitzer Test Tube Thermostat TCR 100, Carl Roth GmbH, Karlsruhe 

Ultraschall-Gerät Sonoplus, Bandelin, Berlin 

Vortex Vortex Genie 2-Mixer, Bender & Holbein AG, Zürich, Schweiz 

Wasserbad GFL Gesellschaft für Labortechnik, Burgwedel, Deutschland 

Zentrifuge Biofuge 13, Heraeus Sepatech GmbH, Hanau 

3.2.2 Verbrauchsmaterial 

Material Hersteller 

Eppendorfgefäße 1,5ml Reaktionsgefäß 3810, Eppendorf AG, Hamburg 

Nitrocellulosemembran,  0,45µm Porengröße, Whatman GmbH, Dassel, Deutschland 

Filterpapier Whatman GmbH, Dassel, Deutschland 

Film Amersham Hyperfilm, GE Healthcare Inc., Fairfield, USA 
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Einmal-Skalpell, Aesculap B. Braun Melsungen AG, Tuttlingen, Deutschland 

Pipetten, 5/10/25ml Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, Deutschland 

Petrischalen, 35x10/100x20 mm Nunc, Wiesbaden, Deutschland 

Falcon® Röhrchen, 5-20ml Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, Deutschland 

3.2.3 Chemikalien 

Stoff Hersteller 

Ammoniumpersulfat Fluka, Hamburg, Deutschland 

BSA bovine serum albumin Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 

Complete protease inhibitor F. Hoffmann-La Roche Ltd., Basel, Schweiz 

Dimethylsulfoxid (DMSO) Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 

Essigsäure Merck, Darmstadt, Deutschland 

Ethanol Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 

Glycin Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 

Isopropanol Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 

Milchpulver Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 

Methanol Merck, Darmstadt, Deutschland 

p-Comarinsäure Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA 

PAA Polyacryl Säure Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 

PageRuler™ Prestained Protein Ladder Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland 

Pierce BCA Protein Assy Kit Thermo Scientific, Rockford, USA 

Ponceau-S Sigma Aldrich GmbH, Steinheim, Deutschland 

Rotiload 1 Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 

SDA (Natriumdiacetat) Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 

SDS (Natriumaurylsulfat) Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 

TEMED (Tetramethylethylendiamin) Bio Rad, München, Deutschland 

Tetramethylethylendiamin Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 

TRIS (Tris(hydroxymethyl)-aminomethan) Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 

Triton X-100 Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 
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Tween 20 SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Deutschland 

Wasserstoffperoxid Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 

3.2.4 Lösungen und Puffer 

Alle Lösungen und Puffer wurden im Labor selbst hergestellt. 

Zusammensetzung des Lysepuffers 

RIPA (Radio Immuno Precipitation Assay) 

0,5% (w/v) SDA 

50 mM Tris pH 8,5 

150 mM NaCl 

0,1 % (v/v) SDS 

1% (v/v) Triton X-100 

2x Roche complete protease inhibitor 

NaN3 0,2% 

 

Zusammensetzung des TBS-T Puffers 

20 mM Tris 

140 mM NaCl 

0,1% (v/v) Tween-20 

pH 7,6 (HCl, KOH) 
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Zusammensetzung des Transferpuffers 

184 mM Glycin 

24 mM Tris 

20% (v/v) Methanol 

 

Zusammensetzung des Elektrophoresepuffers 

25 mM Tris 

250 mM Glycin 

0,1 % (w/v) SDS 

pH 8,3 (HCl, KOH) 

H2O bidest. 

 

Zusammensetzung des Strippingpuffers 

25 mM Glycin 

1% (w/v) SDS 

pH 2,0 (HCl, KOH) 

 

ECL-Mix (Enhanced chemiluminescence) 

Lösung 1 Lösung 2 

Luminol (0,8858g in 20 ml DMSO) H2O2 30% 

p-Conmarinsäure (0,2956 g in 20 ml DMSO) 1M Tris-HCl pH 8,5 

1M Tris-HCl pH 8,5 H2O 

H2O  
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Zusammensetzung der Western Blot Gele 

Trenngel 10% v/v, Acrylamid, Rotiphorese Gel 30 Sammelgel 5% v/v, Acrylamid, Rotiphorese Gel 30 

9,9ml H2O (deionisiertes Aqua bidest.) 10,2ml H2O (deionisiertes Aqua bidest.) 

8,3ml 30% w/v Polyacryl Säure 2,53ml 30% w/v Polyacrylsäure 

6,3ml 1,5 M Tris, pH 8,8 eingestellt und autoklaviert 1,88 M Tris, pH 6,8 eingestellt und autoklaviert 

0,25ml 10% w/v SDS 0,15ml 10% w/v SDS 

Polymerisationsstarter:  

0,25ml 10 % w/v APS 0,25ml 10 % w/v APS 

0,01ml TEMED (Tetramethylethylendiamin) 0,015ml TEMED (Tetramethylethylendiamin) 

= 25ml = 15ml 

 

3.2.5 Antikörper 

Verwendete Antikörper Hersteller 

Purified Mouse Anti-eNOS/NOS Type III Mab, clone3, 
Material Nr. 610297 

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, Deutschland 

Anti-Aktin (20-33) antibody produced in rabbit, A5060 Sigma Aldrich Corp., St. Louis, USA 

goat anti-mouse IgG-HRP: sc-2005 Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, USA 

 

3.2.6 Software 

Verwendete Software Hersteller 

AlphaEase FC Software Version 3.1.2 Alpha Innotech Company, San Leandro, USA 

GraphPad Prism 5 GraphPad Software Inc., La Jolla, USA 

Microsoft Excel, Version XP Microsoft Corp., Redmond, USA 

SPSS Statistical Package for the Social Sciences, Version 17.0 SPSS Inc., Chicago, USA 
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3.3 Methoden 

Das labortechnische Prozedere dient der Quantifizierung der Expression endothelialer 

Stickstoffmonoxid-Synthase im Plazentagewebe der Studienteilnehmer. Dazu wurde 

nach der Proteinisolation eine Western Blot-Analyse jeder doppelt aufgetragenen Probe 

mindestens zweimalig durchgeführt. Densitometrisch ausgewertet erlaubt diese Me-

thode eine Quantifizierung des Proteins unabhängig von dessen momentaner Aktivie-

rung oder Hemmung durch Membranproteine (z.B. Caveolin-1) und wurde deshalb 

anderen Methoden vorgezogen. Zudem wurde ein linearer Zusammenhang zwischen 

der eNOS-Proteinexpression mittels Western Blot und NO-Menge im Plazentagewebe 

im Tierexperiment beschrieben (61). 

3.3.1 Proteinisolation 

Die Gewebeproben der humanen Plazenta in Form einer Kotyledone wurden im Center 

for Cardiovascular Research (CCR) der Charité – Universitätsmedizin Berlin entnom-

men und kryokonserviert. Für die Proteinisolation wurde jeder Kotyledone im gefrore-

nen Zustand ein circa ein Gramm schweres, homogenes Stück aus dem mittleren Quer-

schnitt mit einem sterilen Skalpell entnommen und in einem 1,5ml Standard 

Reaktionsgefäß 3810 (Eppendorf AG) in flüssigem Stickstoff (N2) auf -196°C gekühlt. 

Die gefrorenen Gewebeproben wurden in einem durch Stickstoff gekühlten Metallmör-

ser zerkleinert und gewogen. Alle folgenden Arbeitsschritte wurden unter ständiger 

Kühlung auf Eis durchgeführt. Zur Proteinextraktion wurde RIPA-Lysepuffer im Ver-

hältnis 1ml/100mg dem gemörserten Gewebe zugegeben. 

Nach dem Schütteln mit dem Vortexer wurden die Zellmembranen mittels Beschallung 

mit Ultraschall aufgebrochen und somit die intrazellulären Proteine in das Trägermedi-

um überführt. Dazu wurden Ultraschallwellen zweimalig für 15 Sekunden mit 7/10 Be-
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schallungsintervallen und 80% Intensität appliziert. Anschließend wurde das Lysat bei 

Raumtemperatur für 10 Minuten inkubiert. Um Zelltrümmer, nicht aufgeschlossene 

Zellen und größere Zellorganellen aus der Probe zu entfernen, wurde der Aufschluss 

für 12 Minuten bei 12.000 rpm zentrifugiert und das Pelett (Zelldebris) im Gefäß belas-

sen. Der Überstand wurde zur Proteinmengenbestimmung abpipettiert. 

3.3.2 Gesamtproteinbestimmung 

Um gleiche Mengen des isolierten Proteins in die Gelelektrophorese übertragen zu 

können, wurde der Gesamtproteingehalt mittels Bicinchoninsäure Protein Assay Kit 

(BCA Kit, Thermo Fisher Scientific Inc., Rockford, USA) ermittelt (72). 

Die Methode nutzt die ablaufende Reduktion von Cu2+ zu Cu1+ durch Proteine im alka-

lischen Milieu. Detektierbar wird die Reaktion durch die Komplexbildung zweier Pep-

tidgruppen der Bicinchoninsäure um das zentrale Cu1+-Ion, was eine Violettfärbung 

verursacht. Über dessen Intensität wird der Gesamtproteingehalt der Probe kolori-

metrisch bestimmt. Das Farbsignal des wasserlöslichen Komplexes kann bei einem Ab-

sorptionsmaximum um 562nm als linear verlaufend betrachtet werden (73). 

Als Standardprotein wurde bovines Serumalbumin (BSA) in verschiedenen Konzentra-

tionen für eine Eichgerade verwendet. Die BSA-Proben wurden neben den Proteinlysa-

ten aus dem Plazentagewebe auf eine sterile 96-Well-Platte jeweils dreifach aufgetragen, 

abgedeckt und bei 37°C für 30 Minuten inkubiert. Anschließend wurde die Platte auf 

Eis bis Raumtemperatur gekühlt und dessen Farbintensität gemessen. Die Endkonzent-

rationen ergaben sich aus der Eichgeraden des BSA. 

Anhand der Bestimmung des Gesamtproteingehaltes wurden die Proben mit Aqua bi-

dest. auf 5µg/ml Gesamtproteinkonzentrationen verdünnt. 
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3.3.3 Herstellung des Standard-Plazentagemisches 

Aus allen gewonnenen Proteinlysaten wurde ein Standardgemisch hergestellt, welches 

als Referenz für die einzelnen Proben diente. 

Dazu wurde jeder Probe nach gründlichem Schütteln mit dem Vortexer eine Menge von 

100µl entnommen, in einem 20ml-Falcon Röhrchen gesammelt und gemischt. Zur Ver-

meidung von zu häufigem Auftauen wurde von diesem Standardgemisch Aliquots von 

jeweils 1ml angefertigt und bei -20°C gelagert. 

3.3.4 Western Blot 

Die Proteinlysate wurden mit Hilfe der Westernblot Methode nach Laemmli hinsicht-

lich ihres Molekulargewichtes aufgetrennt (74). Dabei werden die Polypeptide zuvor 

durch Erhitzen auf 95°C denaturiert um Sekundär- und Tertiärstrukturen aufzubrechen 

und die Laufeigenschaften der Proteine zu vereinheitlichen. Weiterhin wurde die Probe 

durch Thiole reduziert um Disulfidbrücken aufzubrechen. Mit der Zugabe von Natri-

umlaurylsulfat (SDS) wird die Eigenladung der Proteine überlagert, sodass ausschließ-

lich nach dem Molekulargewicht getrennt wird. Das Molekulargewicht von eNOS liegt 

bei 133 kDa, jenes von Aktin bei 42 kDa. 

Für die diskontinuierliche SDS-PAGE wurden 10%ige SDS-Gele als Trenngel und 5%ige 

SDS-Gele als Sammelgel verwendet. Der Zusatz „diskontinuierlich“ beschreibt diese 

Aufteilung in Sammel- und Trenngel. Die Gele wurden in 10%iger bzw. 5%iger SDS-

Konzentration nach oben genannter Zusammensetzung hergestellt und aktiviert. 

Vorbereitung: 

Die Glasplatten, Kämme und Spacer der Gel-Elektrophorese-Kammer wurden mit 

Ethanol desinfiziert und nach dem Trocknen zusammengesetzt. Anschließend wurden 
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25ml des 10%igen Trenngels für die 60-minütige Polymerisation eingegossen und mit 

Isopropanol zur Nivellierung und Vermeidung von Kontakt mit Sauerstoff, welcher die 

zur Polymerisation benötigten Radikale binden könnte, überschichtet und später abge-

gossen. Das Sammelgel wurde danach aufgetragen, die Kämme für die Taschen einge-

schoben und für weitere 30 Minuten polymerisiert. 

Elektrophorese: 

Alle Proben wurden langsam auf Eis aufgetaut und mit reduzierendem Ladepuffer (Ro-

tiload 1, Roth) versetzt, geschüttelt und 5 min. bei 90°C inkubiert, auf Eis zu Raumtem-

peratur gekühlt und der Verdunstungsrest herunter zentrifugiert. 

Die Gele wurden wie folgt beladen: 

WB Tag 1    Gel-Nr. 1/2      Proben-Nr.(fortlaufend) 
Datum:  
                
Gel Tasche Nr. 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 
Eichgeradenkonz. / 
Proben Nr. 20   25   30   35   40   Marker 2346   2347  … 
                              
Probe (µg / µl) 20   25   30   35   40   PAGE 15   15   
H2O bidest. (µl) 25   20   15   10   5   RULER 7,5   7,5   
Ladepuffer (µl) 15   15   15   15   15    7,5   7,5   
Gesamtladung (µl) 60  60  60  60  60   30  30  
 Aufsteigende Probenreihe aus Standardmix  Proben 

Abb. 3: Beladungsplan der Gele in der SDS-PAGE 

Jede Probe wurde stets doppelt aufgetragen. Hinter der Probenreihe des Standard-

Plazentagemisches in aufsteigender Konzentration wurde ein Proteinmarker aufgetra-

gen. Danach folgen die einzelnen Proben in doppelter Auftragung. Je Gel konnten so ca. 

15 Proben ausgewertet werden. Anschließend wurden die Gelplatten in die Elektropho-

resekammer überführt, diese mit Elektrophoresepuffer gefüllt und etwaige Luftblasen 

mit einer Kanüle beseitigt. 
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Die Elektrophorese wurde bei 80V für 30 Minuten gestartet, um den Übergang der Pro-

teine vom Sammelgel in das Trenngel zu gewährleisten und danach bei 110V für weite-

re 2,5 Stunden im Kühlraum (4°C) durchgeführt. 

Blotting: 

Anschließend wurden die Proteine im Semi-Dry Blot Verfahren auf eine Nitrocellulo-

semembran von 5,5cm Breite und 17cm Länge übertragen. Die Nitrocellulose wurde in 

H2O bidest. für zwei Minuten aktiviert und zusammen mit dem SDS-PAGE-Gel und je 

drei Filterpapiere (Whatman-Papier) in getrennten Gefäßen mit dem Transferpuffer be-

feuchtet. Anschließend wurden die Membranen luftblasenfrei in den Semi-Dry-Blotter 

überführt, wobei je drei Lagen Filterpapier die Nitrocellulose und das Gel bedeckten. Es 

wurde bei 25 V / 500mA für eine Stunde geblottet. 

3.3.5 Proteindetektion 

Nach erfolgtem Transfer wurden die Proteine auf der Membran mittels Ponceau-red 

(0,1 % [w/v] in 5 % Essigsäure [v/v]) angefärbt und optisch auf Fehler untersucht. Nach 

vollständigem Entfernen der Farbrückstände auf der Membran durch dreimaliges Wa-

schen über 5 Minuten mit TBS-T wurden die Membranen mit 5% Milchpulver in Aqua 

dest. geblockt. 

Anschließend folgte die Behandlung der Membranen mittels Primärantikörper (1:1000-

1:2000 verdünnt in 5% Milchpulver in TBS-T) Purified Mouse Anti-eNOS/NOS Type III 

Mab, clone3, Material Nr. 610297 über Nacht bei 4° C auf einem Schüttler. 

Nach dem Waschen mit TBS-T über dreimalig 10 Minuten erfolgte die Behandlung mit 

dem Sekundärantikörper (1:2000 in 4% bovinem Serumalbumin in TBS-T) goat anti-

mouse IgG-HRP: sc-2005 für eine Stunde bei Raumtemperatur auf dem Schüttler. An-
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schließend wurden die Membranen letztmalig für dreimal 10 Minuten in TBS-T gewa-

schen. 

Zur Detektion wurden je 5ml der Lösungen 1 und 2 des selbst hergestellten ECL-Mixes 

unmittelbar vorher im Verhältnis 1:1 gemischt. Davon wurden ca. 3 bis 3,5 ml des Sub-

strates für 5 min auf die Membranen gegeben, diese in eine Filmkassette überführt und 

je nach Lumineszenzstärke zwischen 30 Sekunden und 10 Minuten belichtet. Für die 

Entwicklung der Filme wurden Entwickler und Fixierer von Kodak nach Herstelleran-

gaben verwendet. 

3.3.6 Auswertung der Daten 

Die angefertigten Filme wurden in einem Scanner (Canon CanoScan 4400F) mit 600dpi 

digitalisiert. Abbildung 4 zeigt exemplarisch einen entwickelten und digitalisierten Fo-

tofilm, der im Anschluss densitometrisch ausgewertet wurde. 
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Abb. 4: Fotofilm der Western Blots aus Plazentalysaten, eNOS und Aktin 

doppelt aufgetragene Eichgeradengemische von 20, 25, 30, 35, 40 µg Gesamtprotein-
Konzentration, Proteinmarker (Lücke), fortlaufend doppelt aufgetragene Proben. Ei-
gene Darstellung. 

 

Anschließend erfolgte die quantitative Auswertung der Filme densitometrisch mittels 

AlphaEase FC Software (Version 3.1.2, Alpha Innotech Company, San Leandro, USA). 

Hierbei wurden die Banden der eNOS bei 133 kDa auf dem digitalisierten Film umfah-

ren und der von der Software ermittelte Schwarzwert (IDV, integrated density value) 

gegen den Hintergrund abgeglichen. Für die Aktin-Banden bei 42 kDa wurde ebenso 

verfahren. 

Die so erhobenen Daten wurden in einer Microsoft Excel (Version XP, Microsoft Corp., 

Redmond, USA) Datenbank gespeichert und ausgewertet. Dabei wurden die Werte der 

Plazentagemisch-Reihe zu der Erstellung einer Referenzgeraden genutzt. Hierzu wurde 

der IDV der 20, 25, 30, 35, 40 µg / µl Gemischreihe, wie in Abbildung 5 gezeigt, in ein 

Koordinatenkreuz übertragen und eine Gerade (y=ax +b) durch alle fünf Punkte gelegt.  

20 25 30 35 40 

Eichgerade: Gesamtprotein (in µg)  

Probe1 Probe2 Probe3 Probe4 Probe5 

Proben: in zweifacher Auftragung  

135kDa 
       eNOS 

120kDa 
 
 

 
 
 
40kDa                      Aktin 
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eNOS Referenzgerade
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Abb. 5: Referenzgerade zur Berechnung der eNOS-Konzentration 

 

Das Bestimmtheitsmaß R2 erklärt dabei den Anteil der Variabilität der abhängigen Vari-

abel (Y), in diesem Fall des IDV, wobei 1,0 einen perfekt linearen Zusammenhang an-

zeigt. Für diesen Versuch wurden R2-Werte von >0,9 als suffizient angenommen, ande-

renfalls der Versuch wiederholt. Für Aktin wurden nach gleicher Methode ebenfalls 

Referenzgeraden aus den Gemischen ermittelt und die Konzentrationen der einzelnen 

Proben daraus gefolgert. Da Aktin ein Housekeeping-Gen ist wird eine konstante Kon-

zentration der Aktinwerte erwartet. Der Abgleich erfolgt zur weiteren Präzisierung der 

ermittelten eNOS-Werte. Die endgültigen Werte der einzelnen Proben ergeben sich aus 

den über die Referenzgerade errechneten eNOS-Konzentrationen, die schlussendlich 

noch mittels Aktinkonzentration relativiert wurden. 

Statistische Auswertung: 

Zur statistischen Auswertung der Daten wurden das Software Package for the Social 

Studies, SPSS (Version 17.0, SPSS Inc. Chicago, USA) sowie GraphPad Prism (Version 5, 

GraphPad Inc., La Jolla, USA) verwendet. In die Datenbank wurden die Ergebnisse wei-

terer Proteinuntersuchungen anderer Doktoranden der Arbeitsgruppe am selben Mate-
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rial aufgenommen. Die Versuche wurden von Ludwig Schlemm (ACE), Marcel 

Schwietzer (AT-1), Ewelina Sceplik (PPARγ) und Dr. Christoph Reichetzeder (Klotho) 

durchgeführt. 

Zunächst erfolgte die Testung auf Normalverteilung mittels Kolmogorow-Smirnow-

Anpassungstest und dem Shapiro-Wilk-Test. Keinem der relevanten Parameter liegt ei-

ne Normalverteilung zugrunde. Lediglich für das Alter der Mutter konnte dies im Sha-

piro-Wilks-Test gezeigt werden. 

Die Normverteilung der Grundgesamtheit ist eine Voraussetzung für die Korrelations-

analyse mittels Pearson-Test, welche bei intervallskalierten oder dichotomen Merkma-

len lineare Zusammenhänge aufzeigt. Dieser kann hier nicht angewendet werden, da 

bei nicht-normalverteilter Grundlage nur die nicht-parametrischen Tests gültig sind. 

Dazu zählt der Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman-Rho, welcher bei ordi-

nalskalierten oder nicht-normalverteilten Variablen, wie in diesem Fall, angewendet 

werden kann. Für den Vergleich zweier Gruppen wird der auf Rangplatzsummen ba-

sierende Mann-Whitney-U-Test, bei mehr als zwei Gruppen der Kruskall-Wallis-Test 

verwendet. Die dargestellten Boxplot-Diagramme sind Whiskers-Kastendiagramme mit 

5-95% Interpercentilenabstand mit der Darstellung von Extremwerten. 

Für alle Analysen werden Signifikanzwerte von p<0,05 als signifikant(*), <0,01 als hoch-

signifikant(**) und <0,001 als höchstsignifikant(***) angesehen. 
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4 Ergebnisse 

4.1 Merkmale der Studienpopulation und Messwerte 

Tabelle 6:  

Mutter  

- Alter (Jahre) 30,7    +/- 5,6 
- Körperlänge (cm) 167,7  +/- 6,7 
- BMI vor der Schwangerschaft (kg m-2) 23,6    +/- 4,3 
- Primipara (%) 61,2 
- Primigravida (%) 46,2 
- Geburtsmodus (Sectio / vag. OP / spontan, %) 30,1 / 9,0 / 60,9 
- Plazentagewicht (g) 595,9  +/- 140,6 
- eNOS Intron 4a/b (AA / AB / BB, %) 3,8 / 28,9 / 67,3 

Bluthochdruck  

- Hypertonus vor/während Schwangerschaft (%) 3,3 / 4,0 
- Antihypertens. Therapie vor/während Schwangerschaft (%) 2,6 / 1,0 
- positive Familienanamnese für Bluthochdruck (%) 38,6 

Diabetes mellitus  
- vor/während Schwangerschaft (%) 0,7 / 5,0 
- positive Familienanamnese für Diabetes mellitus (%) 36,5 

Rauchen  
- nie geraucht (%) 72,3 
- vor/während Schwangerschaft (%) 27,7 / 13,4 
- Anzahl Packyears vor der Schwangerschaft, wenn Raucher (PY) 8,9    +/- 7,5 

Kind  
- Geschlecht (w / m, %) 47,2 / 52,8 
- Gestationsalter bei Geburt (Wochen) 38,8  +/- 2,0 
- Geburtsgewicht des Kindes (g) 3440,6  +/- 595,7 
- Geburtslänge (cm) 51,0  +/- 2,7 
- Anzahl der Frühgeborenen < 37. SSW (%) 9,7 
- Anzahl der SGA-Neugeborenen <10. Perzentile (%) 6,4 
- Anzahl der Neugeborenen mit LBW <2.250g (%) 4,0 
- Anzahl der LGA-Neugeborenen >90. Perzentile (%) 2,7 
- Anzahl der Neugeborenen mit Aufenthalt auf der Neonatologie (%) 42,1 
- APGAR 5min 9,38  +/- 0,8 
- eNOS Intron 4a/b (AA / AB / BB,%) 5,4 / 28,8 / 65,9 
  

Tab. 6: Deskriptive Merkmale der Studienpopulation 

Arithmetisches Mittel und 2σ - Standardabweichung oder %, n=299 
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In der ersten Tabelle finden sich die deskriptiven Merkmale der untersuchten Studien-

kohorte. Es handelt sich um eine in Bezug auf Alter, BMI und weitere Parameter durch-

schnittliche, repräsentative Population. 

Das durchschnittliche Geburtsgewicht der Studienpopulation liegt bei 3440 Gramm und 

damit im bundesdeutschen Durchschnitt von 3400 Gramm bei 682.500 Geburten. Weib-

liche Neugeborene sind mit 3390 Gramm (51 cm Körperlänge) etwas leichter als männ-

liche mit 3510 (52 cm). Zweitgeborene wiegen im Schnitt 100 Gramm mehr. Auch die 

maternalen Parameter entsprechen den im Mikrozensus 2009 erhobenen Normwerten 

25-30jähriger Frauen; Körpergröße: 168cm, BMI: 23,0 kg/m2 (Statistisches Bundesamt, 

2010). 

Proteingehalt des untersuchten Materials 

Tabelle 7:    

  2 σ n 
    

eNOS 1,345 +/- 0,616 299 
    

ACE 1,340 +/- 0,780 255 
AT-1 1,037 +/- 0,278 253 
Klotho 1,034 +/- 0,218 299 
PPARγ 1,057 +/- 0,287 286 
    

Tab. 7: Mittelwerte und zweifache Standardabweichungen der Konzentration der untersuch-
ten Proteine im Plazentagewebe 

Konzentrationen sind relative Werte zum Aktingehalt der jeweiligen Probe. ACE = Angiotensin-
converting-Enzyme, AT-1 = Angiotensinrezeptor Typ1, PPARγ = Peroxisom Proliferator akti-
vierter Rezeptor γ. 

 

Die endotheliale Stickstoffmonoxid Synthase weist im Vergleich zu den anderen be-

stimmten Proteinen aus demselben Material mit einem Mittelwert von =1,345 die 

höchste relative Konzentration auf. Auch die Standardabweichung von 2σ=0,616 ist un-

ter den bestimmten Proteinen bei eNOS relativ hoch. 
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Die Daten der Proteine ACE, AT-1, PPARγ, Klotho und VDR wurden von weiteren Mit-

arbeitern der Arbeitsgruppe erhoben. Fehlende Fallzahlen sind auf Unterschiede in der 

Funktion der verwendeten Antikörper und den Gesamtproteingehalt der Proben zu-

rückzuführen. 

 

4.2 Zusammenhang zwischen eNOS-Proteinkonzentration und 

fetalen Parametern 

4.2.1 eNOS und Geburtsgewicht 

In Bezug auf den ersten Teil der Fragestellung wurde die Korrelation fetaler Parameter, 

welche zur Erklärung der These einer fetalen Programmierung herangezogen werden, 

allen voran des Geburtsgewichts, mit der plazentaren eNOS-Konzentration untersucht. 

Das in der Abbildung 6 dargestellte Streudiagramm zeigt eine Punktwolke, deren Zent-

rum sich im Bereich der einfachen eNOS-Konzentration und um das durchschnittliche 

Geburtsgewicht von 3440 Gramm befindet. 

Die nicht-parametrische Rangkorrelationsanalyse nach Spearman-Rho zeigt mit einem 

p=0,062 und r2= -0,108 einen nicht signifikanten Zusammenhang zwischen dem Ge-

burtsgewicht und der eNOS-Konzentration, lässt jedoch einen schwachen negativen li-

nearen Trend erkennen. 

Korrigiert man das Geburtsgewicht um die Schwangerschaftsdauer (Regressionsanaly-

se), so zeigt sich, dass der Einfluss des Geburtsgewichts nicht mehr signifikant ist 

(p=0,876). Die Aussage einer Abhängigkeit des Geburtsgewichts von der eNOS-

Konzentration kann somit nicht getroffen werden. 
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Abb. 6: Abhängigkeit des Geburtsgewichts von der eNOS-Konzentration 

(nicht signifikant) 
Konzentrationen sind relative Werte zum Aktingehalt der jeweiligen Probe. 

 

Anschließend wurde ein Gruppenvergleich zwischen LBW-Neugeborenen (<2.250g, 

n=12) und normgewichtig (AGA, >2.250g und <4.630g, nicht eingeschlossen wurden 8 

Neugeborene mit einem Geburtsgewicht >4.630g) geborenen unternommen (Abb. 7). 

Mittels Mann-Whitney-U-Test konnte ein hoch signifikanter (p=0,001) Unterschied der 

eNOS-Konzentration gezeigt werden. In der LBW-Gruppe wurde im Mittel eine 1,86-

fache eNOS-Proteinkonzentration im Vergleich zum Aktingehalt gefunden. Die der 

normgewichtigen Kinder lag im Schnitt 1,32-fach höher. Es liegt eine durchschnittlich 

41% höhere eNOS-Konzentration in der LBW-Gruppe vor. 
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Abb. 7:   eNOS und geringes Geburtsgewicht 
eNOS im Gruppenvergleich von Neugeborenen mit geringem Geburtsgewicht (LBW 
<2.250g) und Normgewichtigen (AGA). LBW wurde definiert als Gewicht unterhalb der 
zweifachen Standardabweichung. Konzentrationen sind relative Werte zum Aktingehalt der jewei-

ligen Probe. 
 

 

Der Zusammenhang ließ sich auch noch nach der Korrektur für die Schwangerschafts-

dauer mittels Regressionsanalyse zeigen (p=0,003). Zweifelsohne wirkt sich eine kurze 

Schwangerschaftsdauer negativ auf das Geburtsgewicht aus, weshalb näherungsweise 

durch eine ANOVA korrigiert wurde. 

Plazentagewicht 

Neben dem Geburtsgewicht wird das Plazentagewicht in neusten Studien für Effekte 

der fetalen Programmierung verantwortlich gemacht (19). Bei 267 Geburten dieser Stu-

dienpopulation wurde das Plazentagewicht bestimmt. Aus den Daten dieser Arbeit 
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konnte kein signifikanter Zusammenhang der eNOS-Proteinkonzentration im Plazenta-

gewebe zum Geburtszeitpunkt mit dem Plazentagewicht hergestellt werden (p=0,224). 

4.2.2 eNOS und Schwangerschaftsdauer 

Ein negativ linearer Zusammenhang (p=0,006, r2= -0,158) in der Spearman-Rho-

Korrelation zeigte sich bei der Betrachtung der Schwangerschaftsdauer und der eNOS-

Konzentration. 
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Abb. 8: eNOS-Proteinkonzentration bei unterschiedlicher Schwangerschaftsdauer 
Die mittlere eNOS-Konzentration beträgt 1,62 bis zur 37. SSW und sinkt dann auf 1,28 in und 
nach der 38. SSW. Konzentrationen sind relative Werte zum Aktingehalt der jeweiligen Probe 
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Um zu überprüfen, ob dieser negative lineare Zusammenhang präziser beschrieben 

werden kann, wurde die Studienpopulation in sechs näherungsweise gleichgroße 

Gruppen bezüglich der Schwangerschaftsdauer aufgeteilt. 

Der Kruskall-Wallis-Test konnte signifikante Unterschiede der arithmetischen Mittel-

werte zwischen den sechs Gruppen aufzeigen (p=0,0198). Im Vergleich von jeweils zwei 

Gruppen durch den Mann-Whitney-U-Test ergaben sich die in Abbildung 8 im Boxplot 

dargestellten Zusammenhänge. 

Die höchste Konzentration wurde bei einer Schwangerschaftsdauer von 37 Wochen ge-

messen und lag bei dem 1,67-fachen der Aktinkonzentration. Sie liegt signifikant höher 

als die Konzentrationen späterer Zeitpunkte, die im Schnitt bei 1,28 liegen. Es zeigt sich 

somit eine Abnahme der eNOS-Konzentration nach der 37. SSW um durchschnittlich 

21%. Allerdings ist aufgrund der etwas geringeren Gruppengröße die Standardabwei-

chung der Gruppen <=37. SSW höher als in den Vergleichsgruppen späterer Schwanger-

schaftswochen. 

Geburtsmodus 

Kein signifikanter Unterschied konnte hingegen bei der Betrachtung des Geburtsmodus 

ermittelt werden. Die drei Gruppen (Spontanpartus, vaginal operative Entbindung und 

Sectio) wurden mittels Kruskal-Wallis-Test verglichen (p=0,436).  

4.2.3 eNOS und APGAR-Score 

Ein anerkannter Parameter zur Beurteilung des klinischen Zustandes Neugeborener ist 

der APGAR-Score. Ein kritischer Allgemeinzustand ist bei Werten unter 8 Punkten an-

zunehmen. In der Studienpopulation wiesen nur 10 Neugeborene einen APGAR-Score 

unter 8 auf. Ein mittels Mann-Whitney-U-Test durchgeführter Gruppenvergleich ermit-

telte keine signifikanten Unterschiede der Mittelwerte. 
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Abb. 9:  eNOS-Proteinkonzentration in Abhängigkeit vom APGAR-Score 

(nicht signifikant) 
Konzentrationen sind relative Werte zum Aktingehalt der jeweiligen Probe 

 

Um dennoch Aussagen über den Allgemeinzustand der Neugeborenen zu treffen, wur-

de die unmittelbar postpartale Aufnahme der Neugeborenen auf die Neonatologie, so-

wie deren Aufenthaltsdauer betrachtet. Auffällig ist, dass nur zehn Neugeborene einen 

APGAR-Wert unter 8 aufwiesen, aber 126 auf die Neonatologie aufgenommen wurden 

und somit trotz initial adäquatem APGAR-Wert ein reduzierter Allgemeinzustand der 

Neugeborenen anzunehmen ist. 
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4.2.4 eNOS und Aufenthalt auf der Neonatologie 

Von den 299 Neugeborenen wurden 126 auf der Neonatologie der Charité Campus Mit-

te behandelt, 19 davon länger als zehn Tage. Die Studienpopulation wurde dementspre-

chend in drei Gruppen aufgeteilt und verglichen. 

Durch den Kruskal-Wallis-H-Test konnte ein hochsignifikanter Unterschied der Mittel-

werte der plazentaren eNOS-Proteinkonzentration zwischen den drei Gruppen gezeigt 

werden (p=0,0041). Dabei zeigte sich eine erhöhte eNOS-Konzentration in der Gruppe 

der länger als 10 Tage intensivmedizinisch behandelten Neugeborenen. 
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Abb. 10: eNOS-Konzentration und Aufenthaltsdauer auf der Neonatologie 
Konzentrationen sind relative Werte zum Aktingehalt der jeweiligen Plazentaprobe 
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Zwischen der Gruppe der nicht auf der Neonatologie behandelten und den Neugebo-

renen, die weniger als 10 Tage dort intensivmedizinisch versorgt wurden, konnte mit-

tels Mann-Whitney-U-Test kein signifikanter Unterschied in der plazentaren eNOS-

Konzentration ermittelt werden (p=0,1547). Signifikant bzw. hochsignifikant waren hin-

gegen die Unterschiede der länger als 10 Tage behandelten Neugeborenen gegenüber 

beiden anderen Gruppen (p=0,0149, p=0,0014). 

 

4.3 Zusammenhang zwischen eNOS-Proteinkonzentration und 

maternalen Parametern 

Verschiedene maternale Parameter stehen mit einer Einschränkung der fetalen Versor-

gung in Verbindung. So wurden die Daten aus dem systematischen Interview ausge-

wertet und die Auswirkungen des Rauchverhaltens und maternaler Erkrankungen 

(Hypertonus, Diabetes mellitus) auf die eNOS-Proteinkonzentration in der Plazenta un-

tersucht. Betrachtet werden soll, ob diese Risikofaktoren zu signifikante Änderungen 

der eNOS-Proteinkonzentration führen. 

4.3.1 eNOS und Rauchen 

Zu den Parametern, welche die intrauterine Entwicklung stark beeinflussen gehört auch 

das maternale Rauchverhalten. 72,3% der in dieser Studie befragten Mütter haben nie 

geraucht. Vor der Schwangerschaft rauchten 27,7% und während der Schwangerschaft 

noch 13,4%. Unter den Rauchern wurde ein durchschnittlicher Konsum von 8,9 Packy-

ears bis zur Schwangerschaft angegeben. 

Die eNOS-Proteinkonzentration im plazentaren Gewebe konnte nicht mit dem Rauch-

verhalten vor der Schwangerschaft oder dem Gesamtkonsum (in Packyears) signifikant 
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korreliert werden (p=0,493, p=0,806). Auch der Vergleich von Gruppen ließ hier keine 

signifikanten Unterschiede der Mittelwerte erkennen. Das Rauchen während der 

Schwangerschaft zeigte einen sehr schwachen Trend für erhöhte Werte an (p=0,092, 

r2=0,098). 

4.3.2 eNOS und Hypertonus 

Ein mütterlicher Hypertonus gilt als Risikofaktor für uteroplazentare Dysfunktion, feta-

le Unreife und geringes Geburtsgewicht (56). Angaben aus dem systematischen Inter-

view und dem Mutterpass wurden mit der plazentaren eNOS-Konzentration korreliert, 

um diesen Zusammenhang zu untersuchen. Zehn der befragten Mütter (3,3%) berichte-

ten über einen arteriellen Hypertonus schon vor Schwangerschaftsbeginn, zwei weitere 

(0,7%) entwickelten diesen während der Schwangerschaft. Eine antihypertensive The-

rapie wurde vor der Schwangerschaft von 2,6% der Frauen eingenommen, nur drei 

Frauen setzten diese während der Schwangerschaft fort. 

Die eNOS-Konzentration konnte mit keinem der erhobenen Parameter zum arteriellen 

Hypertonus signifikant (p=0,502, r2=0,039) korreliert werden. 

4.3.3 eNOS und Diabetes mellitus 

Neugeborene, deren Mütter an Diabetes mellitus (oder Gestationsdiabetes) leiden, sind 

in der Regel makrosom aber anfälliger für Reifungsstörungen, insbesondere der Lunge, 

und durch die Hypertrophie des Pankreas nach der Geburt häufig hypoglykäm. Die 

Daten des systematischen Interviews wurden ausgewertet und wenn nötig durch die 

Daten aus dem Mutterpass ergänzt. 
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Von den 299 untersuchten Müttern berichteten zwei Mütter schon vor der Schwanger-

schaft an Diabetes mellitus zu leiden. Fünfzehn der Mütter entwickelten einen Gestati-

onsdiabetes. 

Die eNOS-Proteinkonzentration konnte in keiner der beiden Gruppen signifikant mit 

Diabetes mellitus korreliert werden. 

Insgesamt konnte kein Einfluss der maternalen Parameter auf die eNOS-Konzentration 

in der Plazenta nachgewiesen werden. 

 

4.4 Zusammenhang zwischen eNOS-Proteinkonzentration und 

eNOS-Polymorphismus 

Bei fehlendem Einfluss maternaler biologischer Parameter (Rauchen, Hypertonus, Dia-

betes) auf die plazentare eNOS-Konzentration wurde weiter geprüft, ob maternale oder 

fetale genetische Varianten in Form des eNOS-Polymorphismus Einfluss auf die Prote-

inkonzentration in der Plazenta haben. 

In Vorarbeiten dieser Arbeitsgruppe wurde mittels VNTR-Analyse aus Leukozyten der 

Mütter zum Geburtszeitpunkt sowie bei den Neugeborenen der Intron 4 a/b Poly-

morphismus bestimmt (52). Für die Mütter zeigte sich eine Verteilung der Genotypen 

(AA / AB / BB in %) von 3,8 / 28,9 / 67,3. Auch bei den Neugeborenen war der BB-

Genotyp mit 65,9% am häufigsten vertreten. In der ersten Analyse dieser Daten 2008 

konnte kein Einfluss auf maternale Parameter der Präeklampsie (Blutdruck, Proteinex-

kretion, Ödeme) gezeigt werden. Maternale Polymorphismen hatten ebenfalls keinen 

Einfluss auf fetales Wachstum und Geburtsgewicht (52). 
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Für 287 der in dieser Arbeit untersuchten Plazentaproben liegen Daten zum Poly-

morphismus von Mutter und Kind aus der 2008 durchgeführten VNTR-Analyse vor. 

Es konnte kein signifikanter Zusammenhang (p=0,464, r2=-0,043) zwischen dem Intron 4 

a/b Polymorphismus und der eNOS-Proteinkonzentration in der Plazenta festgestellt 

werden. 

4.5 Zusammenhang zwischen eNOS-Proteinkonzentration und 

anderen Proteinen der Gefäßregulation 

Im letzten Teil der Fragestellung werden Zusammenhänge zwischen eNOS und weite-

ren im Plazentagewebe bestimmten Proteinen analysiert. Dabei ist das Renin-

Angiotensin-System von Interesse, welches über einen anderen Mechanismus in die Ge-

fäßregulation eingreift. 
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4.5.1 eNOS und das Renin-Angiotensin-System 

Angiotensin-Converting-Enzyme (ACE) 

Das Angiotensin-konvertierende Enzym (ACE) findet sich wie die eNOS an den 

Endothelzellen der villösen Zotten der Plazenta, hier besonders im venösen Schenkel 

und in den Spiralarterien. 
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Abb. 11: Abhängigkeit der ACE-Konzentration von plazentarem eNOS 

Konzentrationen sind relative Werte zum Aktingehalt der jeweiligen Probe 

 

Die Messung des ACE ergab einen hoch signifikanten positiven linearen Zusammen-

hang (p=0,0001, r2=0,1606, n=255). 
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Angiotensin II-Rezeptor Subtyp 1 (AT-1) 

Neben dem Angiotensin-konvertierenden Enzym wurden auch die Rezeptoren des 

RAAS-Systems im Plazentalysat mit derselben Methode bestimmt.  
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Abb. 12:  Abhängigkeit der AT1-Konzentration von plazentarem eNOS 

Konzentrationen sind relative Werte zum Aktingehalt der jeweiligen Probe 

 

Der Angiotensin-II-Rezeptor Typ 1 zeigte eine deutlich signifikante Korrelation 

(p=0,0001, r2=0,0985, n=253) mit der gemessenen eNOS-Proteinkonzentration in der Pla-

zenta. Allerdings zeigt der Korrelationskoeffizient nur eine schwach positive Stärke an. 

Über die Funktion des Angiotensin-II-Rezeptors Typ 2 in der humanen Plazenta ist bis-

her noch wenig bekannt. Ein Nachweis des Rezeptors in plazentarem Gewebe verschie-

dener Spezies konnte erbracht werden, nicht jedoch in humanem Plazentagewebe, so-

dass dessen Analyse hier nicht durchgeführt wurde (68). 
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4.5.2 eNOS und Klotho 

Klotho ist ein Protein, dessen Abwesenheit mit Arteriosklerose in Verbindung gebracht 

wird und dem eine protektive Wirkung in Bezug auf Alterungsprozesse zugeschrieben 

wird. Die Untersuchung des Zusammenhangs ergibt sich, da ein Mangel an Klotho im 

Tierversuch zu massiver Arteriosklerose führte und Einflüsse von Klotho auf die Ge-

fäßdilatation und damit auf das NO-System gezeigt wurden. 
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Abb. 13:  Abhängigkeit der Klotho-Konzentration von plazentarem eNOS 

Konzentrationen sind relative Werte zum Aktingehalt der jeweiligen Probe 

 

Es zeigt sich ein hochsignifikanter (p=0,0026) positiv korrelierter Zusammenhang zwi-

schen eNOS und Klotho im plazentaren Gewebe, der jedoch mit einem Korrelationsko-

effizienten von r2=0,1738 gering ist. 
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4.5.3 eNOS und PPARγ 

In Zellkulturen humaner Nabelschnurvenen (HUVEC, human umbilical vein endothelial 

cells) konnte eine Aktivierung des NO-Systgems durch Peroxisom-Proliferator-

aktivierten-Rezeptor (PPARγ) Liganden gezeigt werden (75). Es wurde daher der Zu-

sammenhang zwischen den Konzentrationen von PPARγ und eNOS untersucht. 

Hier konnte keine signifikante Korrelation der PPARγ-Proteinkonzentration und der 

eNOS-Konzentration im Plazentagewebe gezeigt werden (p=0,749, r2=0,019, n=286). 

 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass sowohl mit den Proteinen des RAAS-Systems 

(ACE, AT-1) als auch Klotho eine signifikante positive Korrelation vorliegt. Für PPARγ 

konnte dies nicht gezeigt werden. 
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5 Diskussion 

Die endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase spielt in humanem Plazentagewebe die 

entscheidende Rolle bei der Freisetzung des vasoaktiven Moleküls NO und beeinflusst 

damit die Gefäßregulation dieses stark durchbluteten Organs (76-78). 

In dieser Arbeit wurde der Zusammenhang zwischen der plazentaren eNOS-

Konzentration und verschiedenen fetalen und maternalen Parametern sowie plazenta-

ren Proteine analysiert. Die Proteinkonzentration der endothelialen Stickstoffmonoxid-

Synthase zeigte einen Zusammenhang mit der Schwangerschaftsdauer und einer späte-

ren Behandlung auf der Klinik für Neonatologie der Charité – Universitätsmedizin Ber-

lin. 

5.1 Methodische Betrachtung 

Ziel der verwendeten Methode war die Quantifizierung der endothelialen Stickstoff-

monoxid-Synthase in Plazentagewebe. Diese erlaubt Rückschlüsse auf die NO-

Konzentration und damit auf die lokale Gefäßregulation. Zudem wurde für diese Ar-

beit ein systematisches Interview mit den an der Studie teilnehmenden Müttern durch-

geführt. Durch die Verwendung humanen Materials sowie durch die Methode der Er-

hebung eines systematischen Interviews ergeben sich folgende Limitationen: 

Systematisches Interview 

Die Befragung der an dieser Studie teilnehmenden Mütter erfolgte am ersten oder zwei-

ten Tag nach der Entbindung persönlich durch geschulte Doktoranden auf der Station 

für Geburtsmedizin oder der Klinik für Neonatologie. Angaben zum Gesundheitsver-

halten (insbesondere dem Rauchverhalten) könnten gerade direkt nach der Entbindung 

eine Fehlerrate aufweisen, da eine Tendenz zu sozial erwünschten Antworten besteht. 
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Subjektiv bestand daneben der Eindruck, dass Mütter mit hohem Bildungsniveau eher 

einen Zigarettenkonsum in der Schwangerschaft „zugaben“ als Mütter mit niedrigerem 

sozialem Status, die sich häufig „ertappt“ gefühlt haben. 

Geburtszeitpunkt 

Die intrauterine Entwicklung und fetales Wachstum sind dynamische und über Monate 

andauernde Prozesse. Das NO-System ist in relativ kurzer Zeit modulierbar. Für einige 

Transkriptionsfaktoren (z.B. NF-kappaB, KLF-2) wurden maximale Konzentrationen 

innerhalb von 30 min. bis zu 6h nach Stimulation gemessen (79). Die Messung des Pro-

teins kann aus methodischen und ethischen Gründen nur am Ende der Schwanger-

schaft erfolgen und stellt eine Momentaufnahme dar. Es ist wahrscheinlich, dass im Ver-

lauf der Schwangerschaft andere Konzentrationen der eNOS nachzuweisen wären. 

Verlaufsstudien werden bei Abruptio durchgeführt, sind aber mit dem hier angewende-

ten Studiendesign nicht darzustellen. Eine Möglichkeit, diese Limitierung zu relativie-

ren ist der Vergleich unterschiedlicher Gestationsalter, was hier im zweiten Ergebnisteil 

berücksichtigt wurde. 

Durch die starke Abhängigkeit der eNOS-Expression von Scherkräften besteht die Mög-

lichkeit einer Fehlerquelle in dem individuellen Geburtsverlauf und unterschiedlich 

starker Krafteinwirkung auf die Plazenta. Durch die unmittelbare postpartale Entnah-

me des Materials und die sofortige Kühlung auf -20° C, sowie die taggleiche Überliefe-

rung in das Labor sollte diese Fehlerquelle nur minimalen Einfluss haben. Zudem zeig-

te sich kein Zusammenhang der eNOS-Proteinkonzentration mit dem Geburtsmodus 

(spontan, vaginal operativ oder Sectio), was für eine untergeordnete Rolle dieser Feh-

lerquelle spricht. 

Probenmenge 

Durch die Untersuchung einer großen Anzahl von Proben (n=299) lassen sich verglei-

chende Aussagen treffen. Dabei können durch die relativ hohe Stichprobengröße auch 
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geringe Unterschiede in den Messwerten zu signifikanten Ergebnissen führen. Dies ist 

bei der Betrachtung der Ergebnisse zu berücksichtigen, die durch Ausreißerwerte teils 

hohe Standardabweichungen zeigen. 

Materialgewinnung 

Zur Proteinquantifizierung wurden Proteinlysate aus einer Kotyledone des Plazenta-

gewebes gewonnen, isoliert und mittels Western-Blot aufgetrennt. Da aus jeder Kotyle-

done genau ein Gramm geschnitten wurde, ist trotz konstanter Versuchsdurchführung 

eine Variabilität in der Gewebestruktur der Kotyledone gegeben. Bindegewebige Pla-

zentasepten enthalten weniger Endothel und somit auch weniger eNOS, welches sich 

hauptsächlich an den Synzytiotrophoblasten der villösen Zotten befindet. Durch die 

Mörserung und Homogenisierung des Gewebes wurde diese Fehlerquelle minimiert. 

Limitationen des Studiendesigns 

Bei dieser Studie handelt es sich um eine Assoziationsstudie, welche aus einem klini-

schen und einem experimentellen Teil besteht. Es wurden Zusammenhänge zwischen 

klinischen Daten und humanem Plazentagewebe untersucht. Eine Kausalität kann mit 

den generierten Daten nicht aufgezeigt werden, da hierzu weitergehende Untersuchun-

gen des pathophysiologischen Mechanismus notwendig wären. 

 

5.2 Bewertung der Proteinkonzentrationen im Plazentagewebe 

Im Vergleich zu den weiteren im selben Material untersuchten Proteinen weist eNOS 

die höchste Konzentration (relativ zur Aktinkonzentration gemessen) auf. Dies ist am 

ehesten auf die starke Vaskularisierung des Plazentagewebes, insbesondere der villösen 

Zotten und somit einer entsprechenden Endotheldichte im untersuchten Material zu-

rückzuführen. Die relativ hohe Standardabweichung spricht für ein System, welches 
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sehr variabel und innerhalb kurzer Zeit modulierbar ist. Zudem wurde gezeigt, dass ei-

ne Vervielfachung der eNOS-Konzentration im Plazentagewebe innerhalb von 2-5 Ta-

gen physiologisch vorkommt (61). 

Neben eNOS weist auch ACE eine relativ hohe Konzentration und Standardabwei-

chung gegenüber den anderen Proteinen auf. ACE als einer der Schlüsselfaktoren des 

RAAS-Systems wurde für physiologische Umbauvorgänge, besonders der Vaskularisie-

rung durch Spiralarterien in der Uteruswand, über den gesamten Verlauf der Schwan-

gerschaft identifiziert (80). Eine abnorme Vaskularisierung und erhöhte Proteinkonzent-

rationen von ACE im Plazentagewebe wurden mit pathologischen Schwangerschafts-

verläufen wie Präeklampsie und Frühgeburtlichkeit in Verbindung gebracht (81). 

Zudem ist das Enzym ebenso hauptsächlich in Endothelzellen lokalisiert (82). Dies lie-

fert eine mögliche Erklärung der zu eNOS ähnlich hohen Konzentration und 

Standardabweichung. 

Eine detaillierte Betrachtung des RAAS-Systems in der humanen Plazenta lieferten 

Cooper et al. und verglichen es mit anderen Spezies (68). Der AT-1 Rezeptor, der beim 

Menschen keine Isoformen hat, zeigt sich für die vasokonstriktive und proliferative 

Wirkung von Angiotensin II verantwortlich, während der AT-2 Rezeptor eher antiproli-

ferative und apoptotische Mechanismen steuert (83). In der humanen Plazenta konnte 

der AT-2 Rezeptor bislang nicht zuverlässig lokalisiert werden und wurde daher in die-

ser Untersuchung nicht berücksichtigt. Einzig Li et al. konnten sehr basale Konzentrati-

onen mittels Autoradiographie ermitteln (84). 
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5.3 eNOS-Proteinkonzentration und Parameter der fetalen Pro-

grammierung 

Die Bewertung der Ergebnisse hinsichtlich der Parameter fetaler Programmierung ist 

durchaus kritisch zu vollziehen. Zwar zeigt die Hypothese der fetalen Programmierung 

eindeutig die Zusammenhänge des geringen Geburtsgewichts mit späteren Entwick-

lungen, jedoch ist die Ursache einer intrauterinen Mangelversorgung multifaktoriell. 

Um signifikanten Einfluss auf das Geburtsgewicht zu nehmen, muss die vaskuläre 

Komponente einen sehr starken Effekt haben. Zusätzlich ist es nötig für Parameter wie 

Schwangerschaftsdauer, Statur von Mutter (und Vater), Diabetes und Rauchen zu kor-

rigieren, um den Effekt eindeutig zuordnen zu können. 

Um Aussagen über den Zusammenhang zwischen Geburtsgewicht und der eNOS-

Konzentration zu treffen, muss zudem angenommen werden, dass die eNOS-

Konzentration in der Plazenta am Geburtszeitpunkt einen Rückschluss auf die Versor-

gungssituation während der gesamten Schwangerschaft erlaubt. 

5.3.1 eNOS-Proteinkonzentration und Geburtsgewicht 

Im ersten Teil der Fragestellung wurde der Zusammenhang der eNOS-Konzentration 

mit fetalen Parametern betrachtet. Insbesondere für das Geburtsgewicht als wichtigstem 

Surrogatparameter in der Hypothese der fetalen Programmierung sollte hier ein mögli-

cher Zusammenhang untersucht werden. 

Die Abhängigkeit des Geburtsgewichts von der eNOS-Konzentration konnte nicht ge-

zeigt werden. Der Einfluss der eNOS-Menge zum Geburtszeitpunkt auf das Geburts-

gewicht muss somit als limitiert eingestuft werden, obwohl ein Trend zu gesteigerter 

eNOS-Expression bei leichteren Kindern erkennbar ist. 
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In der hier untersuchten Studienpopulation finden sich 12 Neugeborene mit einem Ge-

burtsgewicht von weniger als 2250 Gramm, die per definitionem der zweifachen Stan-

dardabweichung vom Mittelwert zu den LBW-Geborenen gezählt werden. 

LBW-Subgruppe 

Die Betrachtung der LBW-Gruppe erfolgt unter der Annahme, dass die Korrektur für 

die Schwangerschafsdauer durch die Varianzanalyse auch bei dieser nicht-

normalverteilten Grundgesamtheit Gültigkeit besitzt. 

Der Vergleich von LBW-Geborenen mit normgewichtigen Neugeborenen (ausgenom-

men der acht LGA-Geborenen) zeigte eine signifikant höhere eNOS-

Proteinkonzentration der LBW-Geborenen und dies auch, wenn das Gestationsalter als 

weitere abhängige Variable in der ANCOVA berechnet wurde. Es scheint also neben 

oder aufgrund der Frühgeburtlichkeit einen vaskulären Effekt zu geben, der in der rela-

tiv kleinen Gruppe der LBW-Geborenen über die endotheliale Stickstoffmonoxid-

Synthase zu einer Beeinträchtigung von Wachstum und Entwicklung führt. 

Ob es sich bei der eNOS-Erhöhung um einen reaktiven Mechanismus bei fetalem Nähr-

soff- und Sauerstoffmangel handelt, oder um nitrosativen Stress, konnte bislang nicht 

beantwortet werden. Hier besteht weiterer Forschungsbedarf auf zellulärer und subzel-

lulärer Ebene.  

Die Therapie LBW-Geborener stellt in der Neonatologie eine der größten Herausforde-

rungen dar. Aus diesem Grund wurden Tiermodelle entwickelt, um den Pathomecha-

nismus aufzudecken. IUGR liegt immer dann vor, wenn einem LBW-Geborenen ein sol-

cher Mechanismus zugrunde liegt. 

In einem IUGR-Modell des Schweins konnte zudem von Blomberg et al. eine gesteigerte 

eNOS-Konzentrationen gezeigt werden (85). Am 50. Gestationstag wurde mRNA im 

Plazentagewebe von 14 putativen Entwicklungsgenen bestimmt und einzig für eNOS 
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eine unterschiedliche Regulation gefunden. Dabei fielen die IUGR-Plazenten durch eine 

um 68% gesteigerte eNOS-Transkription im Vergleich zu nicht wachstumsgestörten 

Plazenten auf. Aus den Daten dieser Arbeit ließ sich eine 41% gesteigerte eNOS-Menge 

in der humanen Plazenta bei LBW-Geborenen ermitteln. Diese Ergebnisse gehen mit 

Beobachtungen anderer Arbeitsgruppen einher, in denen erhöhte eNOS-Proteinmengen 

in IUGR-Plazenten des Schweins in Trophoblasten und Endothelzellen gemessen wur-

den (86). Auch im IUGR-Modell des Schafes wurde eine Hochregulation der eNOS bei 

mittlerem Gestationsalter und in der Spätschwangerschaft gesehen (87). 

Diese Beobachtungen aus dem Tiermodell konnten auch schon in humanem Gewebe 

gezeigte werden. Myatt et al. stellten ebenfalls eine erhöhte eNOS-Proteinkonzentration 

von menschlichen IUGR-Plazenten im dritten Trimenon fest (65). Trotz einer relativ ge-

ringen Anzahl untersuchter Plazenten (n=5) konnte eine signifikante Aussage getroffen 

werden. Die hohe Konzentration von eNOS wird von den Autoren als Kompensations-

versuch der Plazenta bewertet, die bei IUGR herrschende Mangelversorgung und Hy-

poxie auszugleichen. Auch bei Präeklampsie wurde eine erhöhte eNOS gemessen und 

als adaptiver Prozess zur Senkung des plazentaren Gefäßwiderstandes gesehen (56). 

Auch Norris et al. fanden signifikant erhöhte Werte von NO-Metaboliten im fetoplazen-

taren Kreislauf (Nabelschnurblut) bei kompliziertem Schwangerschaftsverlauf durch PE 

oder IUGR (77). 

Gegensätzlich dazu stehen die Ergebnisse von Schiessl et al., die eine abgeschwächte 

eNOS-Expression in IUGR-Plazenten fanden (55). Von den 22 untersuchten Plazenten 

fanden sich sechs von Feten mit IUGR und jeweils acht mit Präeklampsie sowie norma-

lem Schwangerschaftsverlauf. In Plazenten von Präeklampsie-Patienten wurde keine 

signifikante Veränderung der eNOS-Konzentration, aber ein Trend zu einer vermehrten 

eNOS-Bildung beobachtet. Jedoch fanden Kim et al. in 126 präeklamptischen Plazenten 

eine niedrigere eNOS-Expression und erklären das Krankheitsbild mit einem Versagen 
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der NO-gesteuerten Vasodilatation und folglich Hypertonus und eingeschränkter Ver-

sorgung des Fetus (88). In dieser Arbeit konnte keine Aussage zu Präeklampsie getrof-

fen werden, da diese Patienten in der Studienpopulation nicht in ausreichender Anzahl 

vertreten waren. 

Zusammenfassend konnten Übereinstimmungen der Ergebnisse dieser Arbeit mit den 

Beobachtungen von Myatt et al. (65) ausgemacht und diese mit einer höheren Fallzahl 

(n=12) verifiziert werden. Bei LBW-Geborenen scheint eNOS an der Gefäßregulation 

und somit an einer Veränderung des intrauterinen Milieus beteiligt zu sein. 

5.3.2 Zusammenhang zwischen plazentarer eNOS-Proteinkonzentration 

und eNOS-Polymorphismus 

Bislang wurden die eNOS-Polymorphismen im Hinblick auf Präeklampsie untersucht, 

da eine Aktivierung des NO-Systems, die in der Schwangerschaft für gesteigerte Zirku-

lation ohne systemischen Blutdruckanstieg, in diesem Krankheitsbild ausbleibt (89). 

In dieser Arbeit wurde der Versuch unternommen, diese Erkenntnisse der Regulation 

systemischer Effekte auf die Plazenta anzuwenden und eine mögliche Verbindung der 

eNOS-Aktivität mit den bisher für Präeklampsie untersuchten Polymorphismen aufzu-

decken. 

Zu den Erkenntnissen von 2008 durch Hocher et al. (52), in denen der eNOS-

Polymorphismus hinsichtlich klinischer Parameter der Präeklampsie sowie Parameter 

der fetalen Programmierung untersucht wurde, konnte die Bestimmung der plazenta-

ren eNOS-Proteinkonzentration aus dieser Arbeit beitragen. 

Es stellte sich keine Abhängigkeit der plazentaren eNOS-Konzentration vom Intron 4 

a/b Polymorphismus dar. Somit konnte nicht nachgewiesen werden, dass ein direkter 

Einfluss dieser Genvariante auf klinische, wie nun auch auf plazentare Parameter vor-
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liegt. Zwar ist die Vermutung zulässig, diesen nicht nachgewiesenen Einfluss mit epi-

genetischen Mechanismen zu erklären, allerdings müssten dazu weitere Untersuchun-

gen der molekularen Mechanismen als Ursache einer gesteigerten oder reduzierten 

eNOS-Expression im Plazentagewebe folgen. Zudem konnten in dieser Arbeit keine 

Vergleiche mit den als ebenfalls auf die NOS-Aktivität einflussreich beschriebenen Po-

lymorphismen Glu298Asp und -786T angestellt werden (90). 

Von Serrano et al. wurde in den USA eine multizentrische Fall-Kontrollstudie zu dem 

Einfluss der eNOS-Polymorphismen auf Parameter der Präeklampsie unternommen 

(91). In dieser Studie konnte bei Müttern, die homozygot für das Asp298-Allel waren, 

eine über vierfach höhere Präeklampsiewahrscheinlichkeit gegenüber dem Glu298-Allel 

gefunden werden (OR, 4.6 [95% CI: 1.73 to 12.22], p=0,002, n=322). Dies konnte weder 

für den Intron 4 a/b Polymorphismus (OR, 1.93 [95% CI: 0.82 to 4.57]; p=0,101) noch für 

den –786T3C (OR, 1.34 [95% CI, 0.50 to 3.51]; p=0.524) gezeigt werden. 

In Japan zeigte sich ein gleichartiger Zusammenhang, der jedoch von Yoshimura et al. 

in einer Kontrollstudie an Müttern aus Bangladesh nicht reproduziert werden konnte 

(90). Auch in Korea konnte dieser Zusammenhang für das Glu298Asp Gen mit Parame-

tern der Präeklampsie an 126 Müttern nicht gezeigt werden (88). Eine brasilianische 

Studie konnte ebenfalls keine Unterschiede der Genotypen bezüglich der drei Poly-

morphismen von gesunden und präeklamptischen Müttern nachweisen (92). 

Die Anwendbarkeit der Erkenntnisse aus Assoziationsstudien für Präeklampsie und 

eNOS-Polymorphismen ist, zumal diese noch keine Eindeutigkeit hervorbringen, nur 

bedingt möglich. Zum einen zeigte gerade der Glu298Asp-Polymorphismus eher als die 

beiden anderen Polymorphismen eine Assoziation mit plazentaren Pathomechanismen 

und kommt daher als mögliche Regelstelle der eNOS-Proteinkonzentration in Frage. 

Zum anderen ist die eNOS-Proteinkonzentration maßgeblich von Scherkräften und 
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Mediatoren abhängig, sodass auch eine vollständige Entkopplung der Proteinexpressi-

on von dem Genotyp denkbar ist. 

In nicht-endothelialen Zellen sind die Promotordomänen für eNOS stark methyliert. In 

Endothelzellen hingegen sind diese Abschnitte nicht methyliert was für epigenetische 

Aktivierung dieser Genabschnitte spricht (93). Die Analyse der Methylierungsprozesse, 

die zu einer veränderten Ablesewahrscheinlichkeit des eNOS-Gens führen und somit 

über die Transkription letztendlich die Proteinmenge beeinflussen, ist bisher noch Ge-

genstand andauernder Forschung. Neben der Methylierung scheinen auch zellspezifi-

sche Histonmodifikationen die eNOS-Expression zu steuern (94). 

Die Ergebnisse dieser Arbeit sind hinsichtlich einer fetalen Programmierung somit 

schwierig zu beurteilen, da kein eindeutiger Zusammenhang mit dem Geburtsgewicht 

in der gesamten Studienpopulation gezeigt werden konnte. Für die Gruppe der LBW-

Geborenen lässt sich jedoch ein Einfluss von eNOS auf den Pathomechanismus der in-

trauterinen Wachstumsretardierung vermuten. Denkbar ist hier ein adaptiver Mecha-

nismus, der über eNOS die Gefäße maximal dilatiert, um den Fetus vor drohender Hy-

poxie und Nährstoffmangel zu schützen. 

 

Bezüglich anderer fetaler Parameter, etwa der Schwangerschaftsdauer und dem fetalen 

Allgemeinzustand, gemessen an der Aufenthaltsdauer auf der Neonatologie, konnten 

zusätzliche Erkenntnisse gewonnen werden. Obwohl diese auch als Indikatoren für eine 

mangelhafte Versorgung des Fetus gewertet werden können, werden diese bisher nicht 

als Parameter der fetalen Programmierung postuliert und deshalb hier gesondert als fe-

tale Parameter diskutiert. 
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5.4 Zusammenhang zwischen plazentarer eNOS-Proteinkonzen-

tration und fetalen Parametern 

Die eNOS-Konzentration am Ende der Schwangerschaft lässt nur bedingte Aussagen 

über den gesamten Verlauf zu. So ist eine Verknüpfung dieser Momentaufnahme mit 

Parametern, welche eher die vaskuläre Situation der letzten Schwangerschaftstage wie-

derspiegeln, einfacher zu diskutieren. Die Frühgeburtlichkeit stellt einen Zustand dar, 

in dem der Fetus aufgrund der Unreife potentiell in eine Hypoxie und Mangelversor-

gung gelangt. Es wird vermutet, dass das NO-System als relativ rasch adaptierendes 

System in Mangelsituationen des Fetus aktiviert wird, um durch Gefäßdilatation eine 

verbesserte Perfusion der Plazenta zu ermöglichen (56, 65, 85, 95). 

5.4.1 eNOS und Schwangerschaftsdauer 

Der derzeitige Wissensstand lässt noch keine abschließende Bewertung über die Bedeu-

tung des NOS-Systems in der Plazenta für den Ablauf physiologischer Geburtsmecha-

nismen beim Menschen zu. Tierexperimente zeigen eine bis zur Spätschwangerschaft 

ansteigende eNOS-Proteinkonzentration, welche erst einige Tage vor der Geburtseinlei-

tungsphase stark absinkt (61). Erklären lässt sich diese Beobachtung mit einem zunächst 

steigenden Nähr- und Sauerstoffbedarf des Fetus in der Wachstumsphase, welcher eine 

vermehrte Perfusion und somit hohe eNOS-Konzentrationen zu Folge hat. Vermutlich 

wird am Ende der Schwangerschaft dieser hohe Blutfluss jedoch durch verminderte 

eNOS-Expression gedrosselt, um die Geburt einzuleiten. 

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass sich auch in der menschlichen Plazenta die eNOS-

Proteinkonzentration abhängig von der Schwangerschaftsdauer betrachten lässt und 

ein dem Schafsmodell ähnlicher Effekt nachzuweisen ist. Aus den Ergebnissen geht 

hervor, dass die eNOS-Expression vor und in der 37. Schwangerschaftswoche signifi-

kant höher ausfällt als zu späteren Zeitpunkten in der Schwangerschaft. Der Verlauf der 
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eNOS-Expression während der Trächtigkeit im Schafsmodell aus den Arbeiten von 

Zheng et al. ist hier graphisch dargestellt, um den Effekt zu verdeutlichen. 

Geht man bezüglich der Entwicklung von Fetus und Plazenta von einem ähnlichen 

Schwangerschaftsverlauf bei Schaf und Mensch aus, so entspricht der 110. Tag der 

Trächtigkeit beim Schaf etwa der 30. Schwangerschaftswoche beim Menschen. Der er-

rechnete Geburtstermin in der 40. Schwangerschaftswoche beim Menschen entspricht 

dem Tag 145 der Trächtigkeit.  

 

Abb. 14: eNOS-Proteinkonzentration im Schafsmodell im Verlauf der Trächtigkeit 
Gezeigt ist die Expression der eNOS und iNOS (Western Blot) und die NO Produkti-
on (Chemilumineszenz) in ovinem Kotyledonengewebe mit einer deutlichen Senkung 
der eNOS-Konzentration bei 142d. Proteinkonzentrationen sind relative Werte im 
Vergleich zu der alpha-Aktin Proteinkonzentration. Arithmetische Mittelwerte und 
Standardabweichungen. Normale Trächtigkeitsdauer beim Schaf 145d (61). 
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Die Daten dieser Arbeit lassen sich jedoch nicht über den gesamten Versuchszeitraum 

aus dem Tierversuch verfolgen. Frühe Zeitpunkte, können anhand der geringen Zahl 

von Frühgeborenen aus der Studienpopulation nicht betrachtet werden. Abgebildet 

werden kann jedoch die Absenkung der eNOS-Proteinkonzentration nach dem Errei-

chen eines Maximums um die 37. Schwangerschaftswoche (entsprechend dem 142. Tag 

der Trächtigkeit im Schafsmodell). 

Die ermittelten Daten weisen darauf hin, dass im letzten Trimenon der Schwangerschaft 

ähnliche Mechanismen des NO-Systems in Schafsplazenten und menschlichen Plazen-

ten ablaufen. In dieser Hinsicht ist das Schafsmodell, welches seit über 40 Jahren ge-

nutzt wird, aufgrund ähnlicher plazentarer Mechanismen der Gefäßregulation repro-

duktiver Gewebe anderen Modellen (Maus, Ratte) überlegen. Insgesamt ließen sich die 

Beobachtungen der eNOS in dieser Arbeit am besten mit Ergebnissen aus dem Schafs-

modell erklären. Das Modell scheint die humanen Mechanismen am präzisesten abzu-

bilden und sollte in Zukunft bei vaskulären Fragestellungen bezüglich eNOS als ent-

scheidendem Gefäßregulator anderen Modellen vorgezogen werden. Die Ähnlichkeit 

der Mechanismen zeigt sich auch bei der Alveolarisierung der Lunge, welche bei 

Mensch und Schaf zu den Zeitpunkten 0,8 bzw. 0,75 (entsprechend der 30. Schwanger-

schaftswoche) eintritt, während Mäuse und Ratten unreif zur Welt kommen (96). 

Für das RAAS-System stellt sich die Situation etwas differenzierter dar, da sich die Ex-

pression insbesondere der Angiotensin-II-Rezeptoren zwischen verschiedenen Spezies 

(auch im Schafsmodell) teilweise deutlich unterscheidet (68). Die Rolle des RAAS-

Systems wird in dem Kapitel zu Interaktionen von eNOS und anderen Proteinen der 

Gefäßregulation diskutiert. 
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5.4.2 eNOS-Proteinkonzentration und Aufenthalt auf der Neonatologie 

Aus den Daten dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Plazenten eine höhere 

eNOS-Konzentration aufwiesen, wenn die Neugeborenen länger als 10 Tage intensiv-

medizinisch behandelt werden mussten. 

Über die klinische Einschätzung der Vitalität mittels APGAR-Score nach fünf und zehn 

Minuten konnte noch kein signifikanter Zusammenhang zu eNOS hergestellt werden. 

Die Erhebung des APGAR-Scores gilt zwar als zuverlässige erste Bewertung des Ge-

sundheitszustandes Neugeborener, ist aber nicht sehr differenziert. Dies ist unter ande-

rem daran zu erkennen, dass nur 10 Neugeborene mit einem APGAR-Wert unter 8 ein-

geschätzt wurden, jedoch 126 auf die Neonatologie aufgenommen wurden. So wurde 

die Fragestellung auf einen längeren Zeitraum ausgeweitet und die Aufnahme sowie 

Behandlungsdauer auf der Neonatologie als Merkmal einer Entwicklungsstörung und 

möglicher intrauteriner Mangelversorgung gewertet. 

eNOS unter asphyxischen Bedingungen 

Über den Zusammenhang von plazentarer eNOS mit der neonatologischen Behand-

lungsdauer oder dem Atemnotsyndrom des Neugeborenen (ANS) ist in der Literatur 

bisher nicht berichtet worden. 

Von den 19 Neugeborenen in dieser Studie, die länger als 10 Tage auf der Neonatologie 

behandelt wurden, zeigten 15 Anzeichen eines neonatalen Atemnotsyndroms und 7 

mussten einer Beatmungstherapie zugeführt werden. Infektzeichen wurden bei 7 Neu-

geborenen beobachtet. Bei diesen Neugeborenen ist eine schon intrauterin aufgetretene 

Entwicklungsstörung anzunehmen, welche mit einer erhöhten eNOS-Expression ein-

hergeht. Möglicherweise ist diese als Anpassung an asphyxische intrauterine Bedin-

gungen zu werten. 
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Die eNOS wurde unter hypoxischen Bedingungen in einer humanen Endothelzellen-

Kultur über 24h untersucht (97). Hier zeigte sich zunächst eine Abnahme der Expressi-

on über 48h. In der hypoxischen Phase fehlt Sauerstoff als wichtiges Substrat für die 

eNOS. Bei Sauerstoffmangel werden reaktive Sauerstoffspezies (ROS) wie O2- von 

proinflammatorischen Enzymen (eNOS und iNOS) gebildet. Unter Hypoxie produzie-

ren diese neben NO besonders große Mengen von ROS und erzeugen oxidativen Stress 

(98). Oxidativer Stress (ROS) in der Plazenta in Verbindung mit hohen Mengen von NO 

ist verantwortlich für die Bildung von Peroxynitrit und damit nitrosativem Stress, wel-

cher die wichtige Balance eines physiologischen NO-Levels stört (71). Im Sinne einer 

eNOS-Entkopplung, wie bei der Genese der Arteriosklerose oder pulmonalen Hyperto-

nie vermutet (99, 100), könnte eine Endotheldysfunktion für die fetale Entwicklungsstö-

rung verantwortlich sein. Möglicherweise ist die später zum Geburtszeitpunkt gemes-

sene gesteigerte eNOS-Konzentration Ausdruck eines adaptiven/protektiven 

Mechanismus gegen die eNOS-Entkopplung. 

 

Ein weiterer Erklärungsansatz für hohe eNOS-Konzentration kann in der Regulation 

einer vermehrten Reperfusion nach einer hypoxischen Phase bestehen. Die eNOS 

scheint nach ischämischer Gewebeschädigung etwa in Nerven- oder Herzmuskelgewe-

be eine protektive Funktion einzunehmen. In der Schlaganfallforschung wurde eine er-

höhte eNOS-Expression als protektiver Faktor ausgemacht, welcher eine Reperfusion 

des ischämischen Areals steuert  (101). 

 

Wie die Ergebnisse bisheriger Arbeiten zeigen, führen unterschiedlichste Stimuli zu ei-

ner veränderten Regulation der eNOS in fetalen Geweben. Eine erhöhte plazentare 

eNOS-Konzentration konnte in dieser Studie bei Neugeborenen mit langer Behand-
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lungsdauer auf der Neonatologie gefunden werden. Es lässt sich ein Zusammenhang 

mit einer gestörten fetalen Entwicklung aufzeigen, die möglicherweise mit einer Asphy-

xie/Hypoxie bzw. Nährstoffmangel in Verbindung stehen. 

 

In dieser Arbeit wurden keine Methoden verwendet, welche die zellulären Ursachen ei-

ner gesteigerten eNOS-Expression aufdecken. Es kann damit nicht geschlussfolgert 

werden, ob dieses als Zeichen eines adaptiven oder protektiven Prozesses zu werten ist, 

bei der eine Mangelsituation (Asphyxie) zu eNOS-gesteuerter Vasodilatation führt oder 

es sich um eine entzündliche Reaktion in Form einer eNOS-Entkopplung handelt. 

Die Aufdeckung dieser Prozesse könnte am ehesten im Tiermodell (Schafsmodell) ge-

lingen und sollte weiter erforscht werden. Pharmakologisch werden bereits Forschun-

gen unternommen die einer eNOS-Entkopplung entgegenwirken und perspektivisch in 

der Therapie der Plazentainsuffizienz oder drohender IUGR Anwendung finden könn-

ten (102). 

 

5.5 Zusammenhang zwischen eNOS-Proteinkonzentration und 

maternalen Parametern 

Rauchen 

In dieser Arbeit wurden durch das systematische Interview auch Daten bezüglich des 

Gesundheitsverhaltens der Mütter in die Analyse aufgenommen. Besonders durch den 

relativ hohen Anteil rauchender Mütter mit fast 30% und immerhin noch 13,4% wäh-

rend der Schwangerschaft, hätte man mit einem Einfluss dieses Risikofaktors auf die 

vaskuläre Regulation rechnen können, zumal ein eindeutiger vasokonstriktorischer Ef-

fekt durch Nikotinkonsum nachweisbar ist. 
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Wang et al. untersuchten post-partum 33 Plazenten und fanden eine erniedrigte eNOS-

Menge bei rauchenden Müttern (103). Clausen et al. analysierten in einer dänischen 

Studie die Plazenten von starken Raucherinnen (>15 Zigaretten/Tag während der 

Schwangerschaft) mit einer nicht rauchenden Kontrollgruppe und fanden nach verblin-

deter Immunhistochemie keine signifikanten Unterschiede für Endothelin (Et-1) und 

eNOS (104). 

In einer Vorarbeit dieser Dissertation konnte zudem eine Absenkung des mit Alte-

rungsprozessen in Verbindung stehenden Klotho-Proteins gesehen werden. Zigaretten-

rauchen führte bei diesen Müttern nachweislich zu einem Klothomangel im Plazenta-

gewebe. Dieser Effekt konnte sich in dem bis auf wenige Proben identischen 

Untersuchungsmaterial für eNOS nicht abbilden. 

Verantwortlich für dieses Zustandekommen ist eine mögliche raschere Normalisierung 

der eNOS-Konzentration nach unterbrochenem Zigarettenkonsum, wie er für die 

Mehrzahl der werdenden Mütter typisch ist. Möglich ist auch ein sich aufhebender Ef-

fekt, in dem bei rauchenden Müttern initial eine Abnahme der eNOS-Konzentration 

stattfindet, welche später durch oxidativen Stress in Form von ROS und eNOS-

Entkopplung normalisiert wird. 

 

Hypertonus und Diabetes 

Auf die Auswirkungen hypertensiver Erkrankungen während der Schwangerschaft 

(Präeklampsie) wurde schon in der Diskussion des vorigen Kapitels eingegangen. Die 

klinischen Daten bezüglich hypertensiven Erkrankungen konnten in dieser Studienpo-

pulation nicht signifikant mit einer Veränderung der plazentaren eNOS-Konzentration 

in Verbindung gebracht werden. In einem Präeklampsie-Modell des Schafes wurden 
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ebenfalls keine signifikanten Unterschiede der eNOS-Proteinmenge bei hypertensiven 

Versuchstieren gesehen (87). 

Da aus einer aktuellen Übersichtsarbeit Hinweise für die Entstehung einer plazentaren 

vaskulären Dysfunktion und die Entstehung von oxidativem Stress bei diabetischen 

Müttern bestehen (105), wurde die eNOS-Konzentration auch diesbezüglich betrachtet. 

Es konnte jedoch keine erhöhte eNOS-Menge bei Müttern mit Gestationsdiabetes fest-

gestellt werden, wie dies bei oxidativem Stress zu erwarten gewesen wäre. Dieses Er-

gebnis wurde auch von einer schottischen Arbeitgruppe beobachtet, die ebenfalls keine 

eNOS-Veränderungen fanden (106). 

 

5.6 Zusammenhang zwischen eNOS-Proteinkonzentration und 

anderen Proteinen der Gefäßregulation 

eNOS und RAAS-System 

Der Angiotensin-II-Rezeptor Typ 1 (AT-1) ist beim Menschen der dominierende Angio-

tensinrezeptor in der Plazenta. Neben eNOS ist die Exprimierung der Angiotensinre-

zeptoren wahrscheinlich an der Regulation des lokalen Blutflusses beteiligt (68). 

Es wurde gezeigt, dass hohe ACE Aktivität einen Risikofaktor in der Schwangerschaft 

für Komplikationen wie Präeklampsie, Wachstumsretardierung (IUGR) und Fehlgebur-

ten darstellt (107). 

Die positive Korrelation eines vasorelaxierenden Faktors wie eNOS und eines tonuser-

haltenden Proteins wie ACE irritiert auf den ersten Blick. ACE katalysiert die Reaktion 

von Angiotensin I in dessen biologisch wirksame Form Angiotensin II. So kann über 

ACE ein Rückschluss auf die Menge von Angiotensin II gezogen werden. Dieses wirkt 
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an Gefäßen vasokonstriktorisch und dient der Aufrechterhaltung des Gefäßtonus be-

ziehungsweise des systemischen Blutdrucks. 

Die Wirkung von Angiotensin II wird durch den AT-1 und den AT-2 Rezeptor vermit-

telt. Da der AT-2 Rezeptor in der humanen Plazenta bisher nicht bzw. nur durch Radio-

graphie gefunden wurde, kann von einer untergeordneten Rolle ausgegangen werden. 

Der AT-1 vermittelt die vasokonstriktorische und proliferative Wirkung von Angioten-

sin II. Cooper et al. konnten in der humanen Plazenta eine Expression des AT-1 im ge-

samten Verlauf der Schwangerschaft zeigen (68). 

Eine detaillierte Arbeit zu den Interaktionen von eNOS und dem RAAS wurde von 

Zheng et al. im Schafsmodell erstellt (108). Sie fanden eine durch Angiotensin II initiier-

te starke Vaskularisierung der Plazenta auf der fetoplazentaren Seite. Dieser Effekt 

wurde von der Arbeitsgruppe weiter untersucht und eine Stimulation der Zellprolifera-

tion sowie eine Steigerung der eNOS-Proteinmenge durch Angiotensin II nachgewie-

sen. Li et al. fanden zudem einen direkten Angiotensin II Effekt der NO-Freisetzung 

durch eNOS über einen non-AT1/non-AT2 Rezeptor an humanen Zytotrophoblasten 

(84). Beide Beobachtungen könnten eine Erklärung für die positive Korrelation der Pro-

teinkonzentrationen von eNOS und RAAS-Proteinen geben. 

eNOS und Klotho 

In dieser Arbeit ergab sich eine positive lineare Korrelation zwischen eNOS und Klotho 

in humanem Plazentagewebe. 

Direkte Interaktionen der beiden Proteine wurden bisher noch nicht im Plazentagewebe 

untersucht. Trotzdem ist diese Beobachtung nachzuvollziehen. Aus einer pharmakolo-

gischen Studie konnten kürzlich eine vermehrte eNOS-Bildung durch Klotho in Endo-

thelzellen gezeigt werden (109). Dabei wurde beobachtet, dass Statine eine Induktion 

der eNOS-Expression über das Klotho-Protein bewirken. Diese pharmakologische In-
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tervention ist zeigt neben der Lipidsenkung somit einen antiatherogenen Effekt an En-

dothelzellen. Klotho könnte somit ein potentieller Regulator der eNOS sein, der die En-

dothelfunktion verbessert. 

Auch im Tiermodell wurde die Wirkung von Klotho auf die Endothelfunktion unter-

sucht. In einem Klotho-defizienten Mausmodell wurde eine stark ausgeprägte endothe-

liale Dysfunktion durch die verminderte Expression des Klotho-Gens festgestellt (110). 

Eine weitere Beobachtung dieser Arbeitsgruppe erlaubt den Rückschluss einer direkten 

Beeinflussung der eNOS durch Klotho, indem exogen adenoviral zugeführtes Klotho-

Gen im Rattenmodell zu einer verbesserten Gefäßrelaxation (post-mortem im Aorten-

präparat durch Acetylcholinstimulus) und zum Anstieg von NO-Metaboliten im Urin 

führte (111). Gleiches wurde auch von Nakamura et al. in Klotho-defizienten Mäusen 

beobachtet (112). 

Die Ursachen der endothelialen Dysfunktion bei Klothomangel wurden bisher kontro-

vers diskutiert. Möglich ist ein Ausbleiben des durch Klotho vermittelten antioxidativen 

Effekts, welcher so zu oxidativem Stress führt. Dieser könnte eine Endotheldysfunktion 

hervorrufen, die nicht mit einer eNOS-Entkopplung einher geht. Eine weitere Hypothe-

se wurde von Saito et al. aufgestellt, die vermuten, dass Klotho über seine enzymatische 

Funktion eine inaktive Vorstufe der eNOS spalten und damit zu aktivieren vermag 

(110). Detaillierte Aussagen über die molekularen Mechanismen der eNOS Aktivierung 

durch Klotho bedürfen weiterer Forschung. 

eNOS und PPARγ 

Der Peroxisom-Proligerator-aktivierer-Rezeptor γ (PPARγ) ist ein ligandengesteuerter 

nukleärer Transkriptionsfaktor. Eine Stimulation bewirkt unter physiologischen Bedin-

gungen eine Regulation des Glukose- und Lipidstoffwechsels unter anderem durch In-

sulinsekretion. Eine veränderte Expression des PPARγ wurde mit der Entstehung von 

Insulinresistenz (Diabetes mellitus Typ 2), Hypertonie und Adipositas, also dem meta-
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bolischen Syndrom, in Verbindung gebracht (113). Glitazone, welche agonistisch am 

PPARγ wirken, haben in Studien neben einer anitdiabetogenen auch eine vasoprotekti-

ve Wirkung und sogar einen antiproliferativen Effekt in der arteriosklerotisch veränder-

ten Gefäßwand gezeigt. Von Lu et al. konnte sogar eine Umkehr der endothelialen Dys-

funktion durch Rosiglitazon im diabetischen Rattenmodell gezeigt werden (114). Diese 

Erkenntnisse lassen eine Beeinflussung der eNOS durch PPARγ vermuten, die auch von 

Polikandriotis et al. an Endothelzellen humaner Nabelschnurvenen (HUVEC) gezeigt 

werden (75). Dort wurde eine PPARγ abhängige Steuerung der eNOS-Expression durch 

Hitzeschockproteine und PPARγ-Liganden gefunden. 

In dem untersuchten Plazentagewebe wäre eine positive Korrelation der PPARγ-

Expression mit der eNOS-Proteinmenge zu erwarten gewesen. Dies ließ sich nicht 

durch die Daten dieser Arbeit bestätigen, die keine signifikanten Zusammenhänge dar-

stellten. 

Als Ursache könnte man eine differenzierte Regulation zu unterschiedlichen Zeitpunk-

ten oder auf unterschiedlichen Zellebenen vermuten. So wurde von einer Schweizer 

Arbeitsgruppe, die an einem caninen Plazentamodell arbeiten, die Vermutung einer 

post-transkriptionellen Regulation von PPARγ geäußert, die möglicherweise durch epi-

genetische Effekte beeinflussbar ist (115). 

Für einen fehlenden Zusammenhang von eNOS und PPARγ-Expression kann auch eine 

unverhältnismäßige Konzentration der beiden Proteine verantwortlich sein. Während 

eNOS als Enzym stärkeren Veränderungen und Schwankungen ausgesetzt ist, scheint 

PPARγ relativ konstant reguliert zu sein. Dies zeigt sich auch an der zu Aktin relativ 

gemessenen niedrigeren Proteinmenge und kleinerer Standardabweichung. 
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5.7 Ausblick 

Die intrauterinen Wachstumsprozesse bieten noch viel Raum für weitere Forschung. 

Mit der Einführung der Lungenreifung durch Dexamethason konnte bereits eine wirk-

same pharmakologische Intervention noch während der intrauterinen Phase etabliert 

werden. Die Frühgeburtlichkeit an sich kann damit jedoch nicht ursächlich behandelt 

werden. Vaskuläre Mechanismen des uteroplazentaren Systems könnten als nächste 

bedeutende Regelstelle dienen, um einer intrauterinen Mangelversorgung des Fetus 

vorzubeugen. 

Durch die weitergeführte Forschung an der Aufdeckung molekularer Mechanismen des 

NO-Systems bietet sich die Möglichkeit, dieses System pharmakologisch zu beeinflus-

sen und somit neue Anwendungsgebiete zu erschließen. 

Erste Schritte sind mit der Inhibierung einer eNOS-Entkopplung getan (102), welche in 

Zukunft die zytotoxischen Effekte durch unphysiologisch hohe NO-Mengen begrenzen 

könnte. Der Schwerpunkt bei der Erforschung der Endothelfunktion liegt dabei gewiss 

im kardiologischen oder neurologischen Bereich. Eine Verträglichkeit dieser neuen Sub-

stanzen während der Schwangerschaft vorausgesetzt, ließe sich aber auch eine Erweite-

rung der Indikation auf Krankheitsbilder der Schwangerschaft wie Plazentainsuffizienz, 

IUGR oder Präeklampsie vorstellen. 
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6 Zusammenfassung 

Die endotheliale Stickstoffmonoxid Synthase (eNOS) bewirkt in Endothelzellen durch 

parakrine NO-Freisetzung eine Herabsetzung des Gefäßtonus. In der Plazenta konnte 

gezeigt werden, dass eNOS neben anderen gefäßaktiven Mediatoren aufgrund der feh-

lenden vaskulären Innervation eine entscheidende Rolle in der Regulation des fetopla-

zentaren Blutflusses spielt. 

Ziel dieser Arbeit war es mögliche Zusammenhänge der eNOS-Proteinkonzentration in 

humanem Plazentagewebe mit fetalen und maternalen Parametern aufzudecken. Zu-

dem sollte eine Beeinflussung des bedeutendsten Surrogatparameters der fetalen Pro-

grammierung, dem Geburtsgewicht, durch die eNOS analysiert werden. 

Eine Beeinflussung des Geburtsgewichts ließ sich durch die Betrachtung der gesamten 

Studienpopulation nicht herausstellen. In einer Gruppe mit niedrigem Geburtsgewicht 

konnte jedoch eine signifikant höhere eNOS-Proteinkonzentration als in der normge-

wichtigen Vergleichsgruppe gefunden werden. Weiterhin konnte eine Abhängigkeit der 

eNOS-Konzentration vom Gestationsalter gezeigt werden. Eine deutliche Absenkung 

der eNOS-Menge in der Plazenta nach der 37. Schwangerschaftswoche konnte vormals 

nur im Schafsmodell demonstriert werden. 

Eine weitere Erkenntnis ergab die Betrachtung klinischer Parameter. Neugeborene, die 

mehr als zehn Tage auf der neonatalogischen Intensivstation behandelt wurden, wiesen 

in den korrespondierenden Plazenten eine erhöhte eNOS-Proteinkonzentration auf. In 

der Zusammenschau konnten so weitere Anhaltspunkte für eine über eNOS regulierte 

Veränderung des intrauterinen Milieus und damit mögliche epigenetische Effekte ge-

sammelt werden. 
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Bei dieser Studie handelt es sich um eine Assoziationsstudie, welche aus einem klini-

schen und einem experimentellen Teil besteht und deren Ziel das Testen sowie weiter-

entwickeln von Hypothesen ist. Ein kausaler Zusammenhang zur Wirkung von eNOS 

auf den Phänotyp lässt sich aus diesen Daten nicht generieren. 
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7 Abstract 

The endothelial Nitric Oxide Synthase (eNOS) of endothelial cells lowers the vascular 

tone through a paracrine NO release. Within the placenta eNOS, among other vasoac-

tive mediators, plays an important role in the regulation of the fetoplacental blood flow 

due to a lacking vascular innervation. 

The aim of this study was to show associations between the eNOS protein concentration 

in human placental tissue and neonatal as well as maternal parameters. Furthermore, 

the influence of eNOS on one of the most important surrogate parameters of the fetal 

programming hypothesis, birthweight, should be analysed. 

A significant influence could not be shown regarding the entire study population. 

However, a significantly higher expression of eNOS was seen when only comparing 

LBW-group placentas with the control group. In addition, eNOS concentration was 

found to be dependent on gestational age. A significant decrease of eNOS expression in 

placental tissue after the 37th week of pregnancy was previously only shown in the 

ovine model. 

Further findings where gathered regarding clinical parameters. Newborns that were 

treated at the neonatal intensive care unit for longer than ten days showed elevated 

eNOS protein concentration in the placenta. In conclusion, further evidence of an eNOS 

regulated change in the intrauterine milieu accounting for possible epigenetic effects 

was seen. 

This study is set up as an association study with a clinical as well as an experimental 

part aiming to test and develop hypotheses. A causality showing the effect of eNOS on 

the phenotype can not be displayed in this context.  
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