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Zusammenfassung

Oxidativer Stress wird definiert als Ungleichgewicht zwischen Sauerstoffradikalen
(ROS) und Antioxidantien. Dabei kann die Zelle selbst Enzyme bilden, so genann-
te enzymatische Antioxidantien, die ROS neutralisieren. Speziell wahrend des ers-
ten Trimenons ist auch in einer normalen Schwangerschaft das Vorkommen an
oxidativem Stress erhdht, wobei er aber eine physiologische Rolle in der Embryo-
und Plazentaentwicklung spielt. Bei Schwangeren mit T1D wird eine erhéhte Kon-
zentration an ROS angenommen, die zu Komplikationen wie Abort, Praeklampsie,
fetalen Missbildungen und Stoérungen in der Plazentaentwicklung fuhren kann.
Dabei spielen Hyperglykamie und veranderte Sauerstoffkonzentrationen in der
Plazenta eine bedeutende Rolle.

In einigen Studien wurde gezeigt, dass in Terminplazenten von Schwangeren mit
T1D vermehrt oxidativer Stress vorherrscht. In dieser Studie soll nun festgestellt
werden, ob es bereits im ersten Trimenon einer diabetischen Schwangerschaft zur
veranderten Expression von enzymatischen Antioxidantien im Vergleich zu ge-
sunden Schwangern kommt. Aul3erdem wird Uberprift, ob Hyperglykamie und un-
terschiedliche Sauerstoffkonzentrationen die Ursachen flr die veranderte Produk-
tion von enzymatischen Antioxidantien sind.

Fir die Studie wurde Plazentagewebe aus dem ersten Trimenon von Frauen mit
T1D und gesundes Kontrollgewebe verwendet. Nach Isolierung der RNA und Her-
stellung der cDNA wurden mittels quantitativer Real-Time PCR verschiedene anti-
oxidante und ROS generierende Gene gemessen. Dieselben Gene wurden in den
ACH-3P Zellen, einer Zelllinie fusioniert aus Trophoblast- und Chorionkarzinom-
zellen, die unter verschiedenen Glukose- und Sauerstoffkonzentrationen kultiviert
war, Uberprft.

Zwei der untersuchten antioxidanten Gene zeigten in den diabetischen Plazenta-
proben eine geringere Expression als im gesunden Kontrollgewebe. Zu den Ver-
anderungen kam es in beiden Fallen in den Schwangerschaftswochen 8-10. Ge-
nerell war unter Hyperglykdmie eine verminderte Genexpression zu beobachten,
wogegen unter Hyperoxie (21 % O;) ein Trend zur Hochregulierung der antioxi-

danten Enzyme zu sehen war.
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Es existieren noch keine vergleichbaren Studien zu antioxidanten Genen in diabe-
tischen Fruhschwangerschaften. Diese Arbeit zeigt, dass enzymatische Antioxi-
dantien in diabetischen Schwangerschaften dereguliert sind, sowie den mdglichen

Zusammenhang zwischen Hyperglykamie, Hyperoxie und der Fehlregulierung der

untersuchten Gene.




Abstract

Oxidative Stress is defined as an imbalance between antioxidant defence and
production of Reactive Oxygen Species (ROS). In order to prevent oxidative
stress, cells express antioxidant enzymes. In a normal pregnancy, particularly in
the first trimester, the incidence of oxidative stress is enhanced and is important in
the development of the embryo and the placenta. Pregnancies affected by Type-1
diabetes mellitus are associated with a higer level of oxidative stress, leading to
complications such as abortion, pre-eclampsia, fetal malformations and pathologi-
cal development of the placenta. Hyperglycemia and modified oxygen concentra-
tions are playing a crucial role in the generation of oxidative stress. Some studies
demonstrate increased oxidative stress in term placentae of diabetic women. The
aim of this study is to analyze the expression of antioxidant enzymes in first tri-
mester placentae of women with Type-1 diabetes compaired to healthy controls.
Furthermore, | wanted to investigate, if hyperglycemia and different oxygen con-
centrations alter antioxidant enzyme expression in placental cells.

First trimester placental tissue from women with Type-1 diabetes and healthy con-
trols was used to isolate RNA. Expression of antioxidant enzymes was measured
by Real Time quantitative PCR. The same genes were analysed in the trophoblast
cell line ACH-3P, a cell line formed by the fusion of human first trimester tropho-
blasts and choriocarcinoma cells, cultivated under different glucose and oxygen
concentrations.

Two of the examined antioxidant enzymes were reduced in diabetic placental tis-
sue compaired to healthy controls. In the trophoblast cellline, the expression of
antioxidant enzymes was lower under hyperglycemia, whereas hyperoxia (21 %
oxygen) induced a trend to an upregulation of these enzymes.

There are no comparable studies analyzing oxidative stress in early gestation in
pregnancies complicated by Type-1 diabetes. The study demonstrates that enzy-
matic antioxidants are deregulated in diabetic pregnancies. Furthermore, | identi-
fied the correlation between hyperglycemia, hyperoxie and abnormal regulation of

the antioxidant enzymes.
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1 Einleitung

1.1 OXIDATIVER STRESS

1.1.1 Definition

Oxidativer Stress wird definiert als Ungleichgewicht in der Produktion von ROS
und der Fahigkeit, diese reaktiven Sauerstoffverbindungen zu bekampfen (1, 2).
Oxidativer Stress kann die Folge einer vermehrten ROS Produktion, oder einer

Abnahme der Kapazitat an Antioxidantien sein (1).

|

Equilibrium
(AOX = ROS)

Oxidative stress
(excess ROS)

Oxidative stress
(depleted AOX)

Antioxidants Oxidants

Abbildung 1: Die Entstehung von oxidativem Stress. AOX = Antioxidantien, ROS = Reactive
Oxygen Species/Oxidativer Stress (3).

1.1.2 ROS

Die Abklurzung ROS steht fur Reactive Oxygen Species. Das sind Sauerstoffver-

bindungen, die im Organismus zur Schadigung von Zellen, Lipiden und Proteinen




fuhren konnen und deshalb mit der Entstehung von zahlreichen Krankheiten in
Verbindung gebracht werden (4).

Eine grundsatzliche Einteilung von ROS erfolgt in freie Radikale und in Nicht-
Radikale. Freie Radikale sind Molekule, die ein ungepaartes Elektron in ihrer Hulle

enthalten und deshalb sehr reaktive Verbindungen sind (5).

Die haufigsten im menschlichen Organismus vorkommenden ROS sind: (4)

Superoxid Anion Oy
Hydroxyl Radikal OH"
Wasserstoffperoxid H,O,

1.1.3 Entstehung von ROS

Atmungskette

[ T
\ / 0, H;0 ADP ATP

Mitochondrium

Abbildung 2: Die Entstehung von ROS in der Zelle. Der Hauptteil an ROS entsteht in der
mitochondrialen Atmungskette. Im Zytosol wird ROS durch die NADPH Oxidase und die

Xanthinoxidase generiert.




Atmungskette

ROS entstehen in den Mitochondrien im Zuge der Atmungskette. Sie gilt als
Hauptquelle in der Bildung von oxidativem Stress. In der Atmungskette entsteht
vorwiegend das freie Radikal O, . Beim Elektronentransport zwischen den einzel-
nen Komplexen werden haufig Elektronen frei. Davon betroffen sind vor allem die
Komplexe | und lll. Die freien Elektronen reagieren mit O,, wodurch das Superoxi-
danion O, entsteht, welches als das am meisten vorkommende Radikal im
menschlichen Organismus gilt (5).

Schatzungsweise treten ca. 2-3 % aller Elektronen aus der Atmungskette in den
Mitochondrien aus, was flur eine Frau mit ca. 60 kg Koérpergewicht eine Superoxid-

produktion von 320 mmol pro Tag ergibt (1).

Xanthin-Oxidoreduktase

Das Enzym Xanthin-Oxidoreduktase stammt aus dem Purinabbau und liegt in zwei
verschiedenen Formen vor. Unter physiologischen Bedingungen findet man die
NAD+ abhangige Dehydrogenaseform XDH. Daneben existiert noch die O, ab-
hangige Form XO (Xanthinoxidase). Die Xanthin-Oxidoreduktase wandelt Hypo-
xanthin in Xanthin um, in dem NAD zu NADH reduziert wird. Aus Xanthin entsteht
als Endprodukt im Purinabbau im nachsten Schritt Harnsaure. Unter pathologi-
schen Bedingungen, wie z.B. Hypoxie, kann das Enzym in seine O, abhangige
Form XO umgewandelt werden. Bei der Produktion von Harnsaure aus Xanthin
werden Superoxidradikale gebildet, da O, als Oxidants dient und zu O, reduziert
wird (1, 6).

NADPH Oxidase

Die NADPH Oxidase ist ein Enzymkomplex, der im Zytosol der Zellen vorliegt und
durch Elektronentransport ROS produziert. Entdeckt wurde das Enzym in neutro-
philen Granulozyten, wo es eine Rolle in der unspezifischen Abwehr spielt. Die
NADPH Oxidase katalysiert den Elektronentransfer von NADPH zu O,. Dadurch
entsteht Superoxid (O2) und H,O,. Es existieren funf Isoformen, diese werden
NOX 1-5 genannt. Unter diabetischen Bedingungen kann die NADPH Oxidase
durch AGE, Insulin und Angiotensin Il stimuliert werden. Alle diese Stimuli kdbnnen

durch Hypoxie induziert werden (2). Im Kapitel 1.4 Hyperglykédmie und oxidativer




Stress werden die molekularen Vorgange in der Zelle, die unter Hyperglykamie zur

vermehrten ROS Produktion fuhren, genauer erlautert.

1.1.4 ROS und seine Funktionen

In den Zellen des menschlichen Korpers werden standig ROS produziert, da diese
auch physiologische Funktionen erfullen. Normalerweise wird durch verschiedene
Abwehrmechanismen ein oxidatives Gleichgewicht gehalten. Erst wenn ein erhdh-
ter Level an oxidativem Stress herrscht, kommt es zu schadlichen Vorgangen
durch ROS (5).

Physiologische Funktionen

Unter homdostatischen Level ist es eine Aufgabe von ROS, redoxsensitive Tran-
skriptionsfaktoren zu aktivieren. Transkriptionsfaktoren, wie z.B. NF-kB oder p53,
regulieren die Expression von Zytokinen, die Differenzierung von Zellen, sowie
auch die Apoptose. Normalerweise wird die Aktivitat von NF-kB durch eine inhibie-
rende Untereinheit gehemmt. Unter vermehrten Stressbedingungen wird der Tran-
skriptionsfaktor jedoch frei und fuhrt zur Bildung von proinflammatorischen Zytoki-
nen wie COX-2 oder TNF-alpha (5).

Eine weitere Aufgabe eines physiologischen ROS Spiegels ist die Aktivierung von
Proteinkinasen. Je nachdem welche Gruppe von Proteinkinasen stimuliert wird,

kann Zellproliferation, oder aber auch Apoptose die Folge sein (5).

Pathologische Funktionen

e Offnen von lonenkanalen

ROS sind in der Lage, Rezeptoren an der Membran des Endoplasmatischen Reti-
kulums zu aktivieren, die die Offnung von lonenkanélen stimulieren und zur Aus-
schittung von Calcium fiihren. Die vermehrte intrazellulare Ca?* Konzentration
beeinflusst die Mitochondrienfunktion, die Membranpermeabilitdt und ist verant-

wortlich fur viele pathologische Prozesse, wie z.B. der Proteinmodifikation (5).




e Lipidperoxidation

Hauptsachlich werden mehrfach ungesattigte Fettsduren von oxidativem Stress
angegriffen. Es werden Peroxylradikale gebildet, in dem ein Hydroxylradikal ein
Wasserstoffatom aus der Seitenkette von Fettsduren abstrahiert. Diese Modifikati-

on von Fettsauren wird als Lipidperoxidation bezeichnet (5, 6).

e Proteinmodifikation

Aminosauren, egal ob frei oder in Proteinen gebunden, sind ein Angriffspunkt far
ROS. Die Aminosauren Prolin, Arginin, Lysin und Threonin sind besonders ge-
fahrdet, von ROS modifiziert zu werden. Durch Oxidation der Seitenketten werden
stabile Carbonylgruppen gebildet. Diese Aldehyde oder Ketone reagieren irrever-
sibel mit demselben oder einem anderen Protein. Veranderungen in der Thi-
olgruppe der Aminosaure Cystein fuhren zur abnormen Proteinfaltung und somit
zum Funktionsverlust, Ansammlung von Proteinen in der Zelle und in Folge zum
Zelltod (5).

e DNA Veranderungen
Die Reaktion von ROS mit der Desoxyribose flhrt zu Strangbrichen in der DNA.
Weiters werden durch ROS Basen zerstort, was in Folge zu Mutationen und Fehl-

paarungen fuhren kann (6).

1.2 GEGENMECHANISMEN

Der menschliche Korper verflugt Uber zahlreiche Vorgange, die das oxidative
Gleichgewicht erhalten. Antioxidantien stammen aus externen Quellen, z.B. aus
Nahrungsmitteln, oder werden vom Korper selbst produziert.

Eine weitere Unterscheidung betrifft die Loslichkeit der antioxidanten Stoffe. Hyd-
rophile Antioxidantien bekampfen Radikale im Zytosol sowie im Blutplasma, wo-

gegen fettlosliche die Zellmembran vor Schadigung schitzen (2).




1.2.1 Enzymatische Antioxidantien

Enzymatische Antioxidantien sind in der Lage, reaktives Superoxid abzubauen. Im
ersten Schritt wird durch das Enzym SOD Superoxid in H,O, umgewandelt, das

danach durch Katalasen und Peroxidasen zu O, und H,O abgebaut wird (2).

Zelle

Xanthinoxid
G
/ GSH GSSG +H,;0
SoD1  GPX1 u

» H,0, » H,0
CAT

Mitochondrium

Ec M«: n
\ l 0,H,0 AD AT

SOD2 GPX4
» H,0, » H,O

Abbildung 3: Funktionsweise der enzymatischen Antioxidantien in der Zelle. O, wird durch
SOD in H,0, umgewandelt und durch CAT und GPX weiter zu H,O abgebaut.

Superoxiddismutase

Wie bereits erwahnt, katalysiert das Enzym SOD die Reaktion von Superoxid zu
H>O, und O,. Es existieren drei Formen der SOD, die sich in ihrer Struktur und

dem Vorkommen unterscheiden.

SOD1 enthalt als Cofaktor Kupfer und Zink und wird deshalb auch haufig
CuZnSOD genannt. Sie ist die cytosolische Isoform der SOD Familie, wahrend
SOD2 in den Mitochondrien lokalisiert ist. SOD2 bendtigt fur ihre Funktion Man-
gan, weshalb das Enzym auch MnSOD heif3t (2).




Wie SOD1 bendtigt auch SOD3 Kupfer und Zink als Cofaktor, wird aber auf Grund
ihres extrazellularen Vorkommens EC-SOD genannt. SOD3 kommt in Plasma,
Lymphe, Synovia und auch im Gewebe vor (7).

Unter physiologischen Bedingungen wird die Superoxid Produktion hauptsachlich
durch die Enzyme SOD2 und SOD3 kontrolliert (2).

Katalase

Das Enzym CAT katalysiert den zweiten Schritt im Abbau von Sauerstoffradikalen.
H20, wird dabei in H,O und O, umgewandelt (2).

Glutathion System

Zum Glutathion System zahlen die Enzyme GSR, GST und GPX. Im menschli-
chen Korper existieren mindestens vier GPX Isoenzyme, die Selen als Cofaktor
bendtigen. Die Funktion der GPX Enzyme liegt ebenso im Abbau von H;O,. Am
haufigsten ist GPX1, das auch die starkste Aktivitat im Abbau von H,0O, zeigt. Die

Isoform GPX4 ist sehr effizient in der Elimination von Lipidperoxiden (2).

1.2.2 Nicht-enzymatische Antioxidantien

Der menschliche Organismus verfugt Gber zahlreiche nicht-enzymatische Antioxi-

dantien. Zu den wichtigsten zahlen folgende Stoffe:

Vitamin E

Vitamin E, auch Tocopherol genannt, gilt als fettlésliches Antioxidants. Von den
chemischen Verbindungen gibt es verschiedene Untergruppen, wie z.B. Alpha-
Tocopherol, das an der Zellmembran die ROS vermittelte Lipidperoxidation ver-
hindert. Verringerte Vitamin E Spiegel wurden bei Schwangeren mit GDM nach-

gewiesen. Auch die Feten zeigten eine geringere Konzentration (2).




Vitamin C

Vitamin C, auch Ascorbinsaure genannt, schutzt wie auch Vitamin E vor Lipidper-
oxidation indem Radikale wie Superoxid oder Hydroxyl reduziert werden. Auch

hier wurden veranderte Konzentrationen in einer Studie mit GDM gefunden (2).

Gluthation

Gluthation gilt als das wichtigste intrazellulare Antioxidants im menschlichen Or-
ganismus. Das Peptid, das aus den Aminosauren Cystein, Glutamin und Glycin
besteht, reagiert mit seiner Thiolgruppe leicht mit ROS und wirkt so reduzierend.
Glutathion liegt als reduzierte (GSH) und oxidierte (GSSG) Form vor. Um GSSG
wieder zu GSH zu reduzieren wird NADPH benétigt (2, 6).

In einigen Studien wurde der Gluthationspiegel von diabetischen mit gesunden
Schwangeren verglichen. Die Ergebnisse waren kontrovers, da in einer Studie in
der Diabetesgruppe verminderte GSH Werte gefunden wurden, in anderen Quel-

len aber von stark erhdhten GSH Werten gesprochen wird (2).

Harnsaure

In letzter Zeit werden auch der Harnsaure antioxidative Fahigkeiten zugeschrie-
ben. Im letzten Schritt des Harnstoffzyklus wird aus Xanthin Harnsaure produziert.
Das Enzym XO katalysiert diese Reaktion. So ist ein hoher Harnsaurelevel gleich-
zusetzen mit einer hohen ROS Konzentration, da die XO zu den ROS generieren-

den Enzymen zahlt (2).

Ubergangsmetalle

Selen, Zink und Kupfer gelten als antioxidative Nahrstoffe, die zwar selbst keine
antioxidanten Fahigkeiten besitzen, aber fir viele andere Antioxidantien als Cofak-

tor bendtigt werden (2).




1.3 Tyr 1 DIABETES

Diabetes mellitus ist eine Stoffwechselkrankheit, ausgeldst durch einen Mangel an
Insulin. Weniger als zehn Prozent der Erkrankten leiden an T1D. Bei dieser Form
der Erkrankung werden die Beta-Zellen des Pankreas durch einen Autoimmunpro-
zess zerstort. Dies geschieht meist im jugendlichen bis jungen Erwachsenenalter.
Erst wenn ca. 80 % der Beta-Zellen zerstort sind, kommt es zur Hyperglykdmie im
Blut. Fur T1D besteht eine genetische Pradisposition, wobei bestimmte HLA-

Merkmale nachgewiesen werden konnten (8).

Merkmale des T1D: (8)

e  Absoluter Insulinmangel

e  Asthenischer Korperbau

o Meist rascher Beginn

e Junges Manifestationsalter

o Labile Stoffwechsellage

e  Autoantikorper nachweisbar

e  Zahl der Beta-Zellen stark vermindert

o Insulintherapie unbedingt erforderlich

Die andauernde Hyperglykamie fuhrt zu schwerwiegenden Veranderungen im
Korper. Durch Glykosylierung von Proteinen der Basalmembran in Gefalien
kommt es zu deren Verdickung und es entsteht eine Mikroangiopathie. Folgen
dieser Mikroangiopathie sind die diabetische Nephropathie, die diabetische Re-
tinopathie und die diabetische Neuropathie, welche auch flr das diabetische Ful3-
syndrom verantwortlich ist. Durch die Veranderung der groRen Gefalte, Makroan-
giopathie genannt, kommt es zum vorzeitigen Auftreten von Arteriosklerose, koro-
narer Herzkrankheit, Herzinfarkt, peripherer arterieller Verschlusskrankheit und

ischamischen Hirninfarkt bei Diabetikern (8).

Die diagnostischen Kriterien der American Diabetes Association zur Feststellung
eines Diabetes Mellitus lauten: (8)




e Nuchtern Plasmaglukose: =126 mg/dl
e Gelegenheitsblutzucker: = 200 mg/dl
e Oraler Glukose Toleranztest: 2 Stunden Wert =2 200 mg/dI

Laut einer Studie von Vargas et al. sind in den USA zwischen 0,2 % und 0,5 %
aller Schwangeren pro Jahr von T1D betroffen. Es ist zwar nur ein geringer Pro-
zentsatz, jedoch sind diese Schwangerschaften mit grof3en Risiken fur Mutter und
Kind verbunden. Nur eine optimale Insulintherapie und eine strenge Blutzucker-
kontrolle kdnnen Komplikationen verhindern bzw. reduzieren. Bevor es eine ada-
quate Insulinsubstitution gab, war Unfruchtbarkeit eine sehr haufige Folge von

T1D. Kam es trotzdem zu einer Schwangerschaft, lag die fetale Mortalitat bei 60 %

(9).

Viele Studien belegen den Zusammenhang zwischen T1D und Schwanger-
schaftskomplikationen. Al-Agha et al. zeigten, dass die Fehlgeburtsrate, die peri-
natale Sterblichkeit sowie das Auftreten von fetaler Makrosomie in T1D im Ver-

gleich zur gesunden Kontrollgruppe deutlich erhoht ist (10).

AuRerdem wurde auch die Struktur der Plazenta in T1D mit nicht diabetischen
Kontrollen verglichen. Auch hier zeigten sich signifikante Unterschiede. Das Kapil-
larvolmen in der Plazenta war bei Mattern mit T1D deutlich erhdht (11).

Auch Nelson et al. untersuchten die Plazenta auf strukturelle Veranderungen bei
T1D. Als Ergebnis zeigte sich ein vergréRertes intervilldses Volumen und aniso-
morphe Zotten. AuRerdem konnte die Tendenz zu einem erhdhten Plazentage-
wicht bei T1D festgestellt werden (12).
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1.4 HYPERGLYKAMIE UND OXIDATIVER STRESS

Hyperglykamie verursacht durch zahlreiche Stoffwechselvorgange oxidativen
Stress. Dazu zahlen die AGE Bildung, der Polyolweg, die Aktivierung der Protein-
kinase C, der Hexosaminweg, sowie die vermehrte ROS Produktion in den Mito-

chondrien.

CYTOSOL
Glucose
Polyol pathway | s HYPERGLYCEMIA e |
GEPD

Glucose-F-P » Pentose phosphate pathway

| N

w Fructose-6-P -Glucosamine-EP Hexosamine pathway
E | AGE formation l
2
E @ Glyceraldehyd-3-P
[1:3
[+ =}
2, = ﬁAm:l GAPDH Reduced NADPH levels
O [T 4= PCK activation MADH
% 1, 3 Di-P-glycerate
=

MITOCHONDRIUM

Tricarhoxylic acid (TCA)
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—

Abbildung 4: Stoffwechselwege, die durch Hyperglykdmie in der Zelle verursacht werden

).

AGE Bildung

Durch Interaktion von Glukose mit Proteinen entstehen die so genannten Advan-
ced Glycation Endproducts (AGE). Sie sind eine bedeutende Quelle von freien
Radikalen. AGE werden durch nicht enzymatische Anlagerung von Zucker an Pro-

teinen, Lipiden und Nucleinsauren gebildet. Dieser Vorgang passiert bei Diabetes
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mellitus durch die erhdhte Konzentration von Glukosestoffwechselprodukten aus
der Glykolyse und dem Zitratzyklus. Die Interaktion von Aldehydgruppen der Glu-
kose mit Aminogruppen auf Proteinen fuhrt zur Bildung einer Schiff'schen Base.
Durch weitere komplexe Umlagerungsreaktionen entstehen uber Amadori Produk-
te reaktive Carbonylverbindungen, die direkt mit Aminogruppen von intra- und ext-
razellularen Proteinen reagieren und so zur Produktion von AGE fuhren. AGE sti-
mulieren die NOX Enzyme und sind somit verantwortlich flr eine erhohte ROS
Bildung. Es gibt bereits zahlreiche Beweise, dass AGE und deren Rezeptor
(RAGE) bei Diabetikern akkumulieren und zu den Folgen der Erkrankung beitra-

gen. Auch in der Plazenta konnte ein erhohter AGE Spiegel nachgewiesen werden

2).

Polyolweg

Unter hyperglykédmischen Bedingungen wird durch das Enzym Aldose Reduktase
in der Zelle aus Glukose vermehrt Sorbitol gebildet. Da der Polyalkohol Sorbitol
die Zellmembran nicht passieren kann, akkumuliert er in der Zelle. Die vermehrte
intrazellulare Sorbitolkonzentration fuhrt zu Zellschadigung. AuRerdem wird bei
dieser Reaktion der Cofaktor NADPH verbraucht, der flr die Produktion der Antio-
xidantien wie z.B. Glutathion bendétigt wird. Somit werden vermehrt ROS gebildet.

Sorbitol kann weiters durch das Enzym Sorbitoldehydrogenase zu Fruktose oxi-
diert werden. Fruktose fuhrt zu starkerer Glykierung von Proteinen als Glukose, so

werden wiederum vermehrt AGE gebildet (2).

Hexosaminweg

Durch Hyperglykdmie wird Glukose vermehrt in den Hexosaminweg einge-
schleust. Dieser Glukosestoffwechselweg nimmt Fruktose-6-Phosphat aus der
Glykolyse um Glukosamin-6-Phosphat zu metabolisieren. Dieser gebildete Zucker
hemmt ein essentielles Enzym des Pentosephosphatweges, einem alternativen
Weg der Glykolyse, welcher die Hauptquelle fir NADPH in Zellen darstellt.
NADPH wird far die Aufrechterhaltung des Redox Gleichgewichtes bendtigt, in
dem GSSG zu GSH reduziert wird. Eine verminderte Konzentration an GSH be-
deutet also ein Ansteigen der ROS-Produktion. Das Endprodukt des Hexosamin-
weges, UDP-N-Acetylglucosamin, fuhrt zu einer Veranderung von zahlreichen
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Transkriptionsfaktoren. Die durch Hyperglykdmie verursachte Aktivierung des
Hexosaminweges kann also zu Veranderungen in der Genexpression und Protein-

funktionen fihren (2).

Proteinkinase C Aktivierung

Die Familie der PKC besteht aus vielen verschiedenen Isoformen, wobei einige
durch Glukose aktivierbar sind, z.B. die Isoform PKC (. Aktivierte PKC Isoformen
sind im Stande, eine Vielzahl an biologischen Prozessen zu induzieren. Dazu zah-
len Zellproliferation und —differenzierung, transmembranarer lonentransport, Glu-
kose- und Lipidstoffwechsel, oder auch Genexpression. PKC verstarkt die Aktivitat
der NADPH Oxidase, was wiederum Uber einen reduzierten Gluthationlevel zu

erhéhtem oxidativen Stress fuhrt (2).

ROS Produktion in den Mitochondrien

Wie bereits erwahnt, sind die Mitochondrien die Hauptquelle von ROS. In der Gly-
kolyse wird Glukose zu Pyruvat umgewandelt und in die Mitochondrien transpor-
tiert. Unter hyperglykamischen Bedingungen findet diese Reaktion vermehrt statt.
Anschlieflend wird es im Citratzyklus und der Atmungskette weiter verarbeitet, um
schliel3lich ATP zu gewinnen. Durch frei werdende Elektronen kann das Superoxid

Radikal in der Atmungskette entstehen (2).
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1.5 DIE PLAZENTA

Die Plazenta ist ein scheibenformiges Organ, das den Stoff- und Nahrstoffaus-
tausch zwischen Mutter und Fetus gewahrleistet. Normalerweise ist sie ca. 2 cm
dick und misst 20 cm im Durchmesser. Eine reife Plazenta hat ein Gewicht von ca.
500 g. (13, 14)

STrat SRONGIoSLUT
Grenzschicht Flacentasepham
Mittarliche Gefife 1

-
Trophoblast
Nobelarterien

Nabeliene L
=
Nabelschrr l o

Sius marginglis

Abbildung 5: Makroskopischer Aufbau der Plazenta (15).

Fetale Seite

Die Chorionplatte reprasentiert die fetale Seite der Plazenta. Sie ist Uberzogen mit
Amnion, welches aus einschichtigem Epithel und Mesenchym besteht. Die Nabel-

schnur inseriert meist in der Mitte der Chorionplatte (16).
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Maternale Seite

Die mutterliche Oberflache wird durch die Basalplatte gebildet. Sie besteht aus
einer Mischung von extravilldsen Trophoblastzellen und vielen verschiedenen Zel-
len aus der Dezidua, sowie aus Immunzellen, Makrophagen und Stromazellen
(16).

Die wichtigsten Funktionen der Plazenta sind: (14)

e Erhaltung der biologischen Individualitat des Fetus durch Trennung von der
Mutter

e Gas- und Nahrstoffaustausch durch Verbindung der fetalen Zottengefale mit
dem intervilldsen Raum

e Nestschutz in den ersten Lebenswochen des Kindes durch das plazentagangi-
ge IgG

e Hormonproduktion: Humanes Choriongonadotropin (hCG), Progesteron, Ostro-
gene und Humanes Placenta-Lactogen (HPL)

e Entgiftung

1.5.1 Die normale Plazentaentwicklung

Praimplantationsstadium

Am Tag 6-7 post conceptionem kommt es zum ersten Kontakt der Blastocyste mit

dem Uterusepithel. Hier beginnt nun die Entwicklung der Plazenta (16).

Pralakunares Stadium

Sobald die Blastozyste in das uterine Epithel eingedrungen ist, beginnt die Diffe-
renzierung von Trophoblastzellen zu multinukledren Syncytiotrophoblastzellen.
Nur durch diese Zellen kann die Blastozyste das Uterusepithel durchwandern. Au-
Rerdem wird der Embryo von einem Mantel aus Syncytiotrophoblast umgeben und

kann sich im Deziduastroma einbetten. In der zweiten Reihe und ohne Kontakt
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zum mutterlichen Gewebe, finden sich nun die einzelligen Trophoblastzellen. Sie

werden Cytotrophoblast genannt und kdnnen als Stammzellen fungieren (16).

Lakunares Stadium

Acht Tage nach der Befruchtung bilden sich Hohlraume im Syncytiotrophoblast,
die bald zu groferen Lakunen zusammenflie3en. In diesem intervilldsen Raum
findet spater der Stoffaustausch zwischen mutterlichem und fetalem Blut statt. Aus
den verbleibenden Syncytiotrophoblastzellen entsteht spater der Zottenbaum. Ab
der Entwicklung der Lakunen werden drei Zonen in der Plazenta unterschieden
(16):

1. Die Chorionplatte, die mit dem Embryo in Berlihrung ist.
2. Das Lakunensystem und der trabekulare Syncytiotrophoblast, woraus der in-
tervilldse Raum und der Zottenbaum entstehen.

3. Die Basalplatte, die mit dem Endometrium in Kontakt steht (16).

In diesem Stadium finden sich die ersten matterlichen Blutzellen in den Lakunen.
Mit der Invasion des Syncytiotrophoblasten im Endometrium kommt es zum Kon-
takt mit mutterlichen Kapillaren und dem oberflachlichen vendsen Plexus. Durch
Erosion dieser Gefalte kommt es zum Austritt des mutterlichen Blutes in die Laku-
nen. Um den 12. Tag post conceptionem qilt der Embryo als komplett in das En-

dometrium implantiert (16).

Villoses Stadium

Am 13. Tag beginnt sich der Zottenbaum zu entwickeln. Die ersten Primarzotten
entstehen durch Einwachsung der Cytotrophoblastzellen in den Syncytiotropho-
blast in Richtung Dezidua. Kurz darauf wachst auch das embryonale Mesenchym
aus der Chorionplatte in die Trabekel ein und bildet den Kern der nun entstande-
nen Sekundarzotten (16).

Um den 20. Tag entwickeln sich, ausgehend vom Mesenchym, in den Teritarzot-
ten die ersten plazentaren Blutgefalde. Tertiarzotten sind in der Lage, sich in Zot-

tentypen mit verschiedenen Funktionen zu differenzieren (16).
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1.5.2 Sauerstoffpartialdruck in der Plazenta

O, ist einer der entscheidenden Faktoren in der Trophoblastdifferenzierung und
nur eine geringe Sauerstoffkonzentration gewahrleistet die erfolgreiche Entwick-
lung des Embryos und der Plazenta (17).

Im ersten Trimenon betragt der pO; im intervillosen Raum der Plazenta ca. 20
mmHg. Dieses hypoxische Milieu ist notwendig fur Zellproliferation, Angiogenese
und die embryonale Organentwicklung. Au3erdem wird dadurch die Zahl von ROS
und somit das Risiko von DNA Schaden verringert (18,19).

80 4
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40 40
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[11] [12] [11] [12] [19] [18,20]
Gestational age (weeks)

Abbildung 6: Intervillose pO, Messung in vivo. Der pO, im intervilldsen Raum wird als Mini-
mum, Maximum und Mittelwert in den verschiedenen Schwangerschaftswochen zusam-

mengefasst aus fiinf in vivo Studien dargestellt (19).

Im oben beschriebenen lakundrem Stadium differenzieren sich extravillése Tro-
phoblastzellen zu einer endovaskularen und einer interstitiellen Zelllinie. Die en-
dovaskularen Trophoblastzellen dringen in die uterinen Spiralarterien ein, proliefe-
rieren und verschliellen so das Endteil der GefaRe. Die Ernahrung des Embryos
erfolgt zu dieser Zeit histiotroph durch Sekretion der Endometriumdrisen. Wah-
renddessen wachst der interstitielle Zelltyp von aufl3en in die Wand der Spiralarte-
rien ein und macht die Gefallwande inelastisch. Durch diese Vorgange wird der

Blutfluss in der frihen Plazenta reduziert. Der Gefallumbau ist am starksten im
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Zentrum der Plazenta, somit setzt der Blutfluss zuerst in den terminalen Zonen ein
(18,19).

Um die 11. Schwangerschaftswoche kommt es zum Untergang der endovaskula-
ren Trophoblastzellen. Die Spiralarterien 6ffnen sich und matterliches Blut flief3t in
den intervilldsen Raum. Der pO, steigt plotzlich auf durchschnittlich 60 mmHg. Die
Ernahrung des Fetus erfolgt ab jetzt hamatotroph durch das mdatterliche Blut. Mit
dem erhohten Blutfluss in der Plazenta steigt auch die Menge an oxidativem
Stress (18).

Um die Plazenta- und Embryozellen optimal an die vorhandenen O,-
Konzentrationen anzupassen, wird im ersten Trimenon vermehrt der Transkripti-
onsfaktor HIF-1a gebildet. Damit sich die Zellen dem niedrigen Sauerstoffmilieu
anpassen konnen, wird durch HIF-1a die dafir notwendige Genexpression gere-
gelt. Weiters ist der Transkriptionsfaktor fir Zellproliferation und Apoptose zustan-

dig, indem Gene wie z.B. p53 reguliert werden (19).

FIRST TRIMESTER SECOND TRIMESTER

=—>p Endovascular Trophoblast

Fibrinoid

Intramural trophoblast

Decidua

N

Interstitial trophoblast

Myometrium

Abbildung 7: Die uterinen Spiralarterien im ersten Trimenon (links) und im frithen zweiten
Trimenon (rechts). Der rote Pfeil zeigt die Richtung des Blutflusses, der schwarze Pfeil die

Invasion der extravillésen Trophoblastzellen (20).
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Um die problemlose Entwicklung des Embryos und der Plazenta zu garantieren,

ist stets ein der Schwangerschaftswoche entsprechender pO, notwendig.

Tuuli et al. haben die wichtigsten Reaktionen der Plazenta und des Embryos auf

veranderte O, Konzentrationen aus aktuellen in vitro Studien zusammengefasst

(19).

e Hypoxie, Hyperoxie sowie auch Hypoxie-Reoxygenierung sind verknUpft mit
Trophoblastveranderungen und Zelltod.

e Hypoxie flhrt zur gesteigerten Proliferation, aber zu verminderter Differenzie-
rung im ersten Trimenon.

e Plazentazellen von Schwangeren mit Praeklampsie und Wachstumsretadie-
rung reagierten verstarkt auf Hypoxie.

e Phanotypische Veranderungen der Plazentazotten auf Hypoxie und Hypoxie-
Reoxygenierung kénnen in Zusammenhang mit Schwangerschaftskomplikatio-

nen wie Praeklampsie gebracht werden.

Auch Apoptose und Autophagie sind Antworten des Trophoblasten auf Hypoxie
(19, 21).

Eine gesteigerte Apoptose kann als Reaktion auf Hypoxie und oxidativen Stress
gesehen werden (2, 21).

Studien zeigten, dass ROS zu vermehrten Konzentrationen an pro-apoptotischem

p53 fuhrt. Anti-apoptotische Gene waren jedoch nicht vermehrt exprimiert (21).

Model
Cyto- Syncytio- Abbildung 8: Mogliche Effekte von
trophoblasts trophoblasts
hyposxia hypoxia Hypoxie auf Apoptose und Auto-
* | phagie in Trophoblastzellen (19).
p53 p53
apoptosis autophagy apoptosis autophagy
Larger increase in apoplosis, Lesser increase in apoptosis.
Lesser increase in autophagy. Larger increase in autophagy.
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1.6 GLUKOSEMETABOLISMUS IN DER PLAZENTA

Glukose ist die Hauptenergiequelle fir Fetus und Plazenta und muss deshalb
rasch verfugbar sein. Das erste Trimenon ist durch eine erhdhte Insulinsensitivitat
gekennzeichnet. Durch die anabolen Effekte des Insulins werden ausreichend
Energie und Nahrstoffe fur das zweite und dritte Trimenon gespeichert. In der
zweiten Halfte der Schwangerschaft kommt es zunehmend zu einer Insulinresis-
tenz mit verminderter Glukoseaufnahme im insulinsensitiven Gewebe der Mutter.
So wird ein transplazentarer Glukosetransport zum Fetus garantiert, welcher tag-
lich 30-50 g betragt. Die Plazenta, als hoch stoffwechselaktives Organ, metaboli-
siert ungefahr die Halfte der aus dem maternalen Blut gelieferten Glukose selbst.
Nur 40-50 % werden dem Fetus geliefert. Um in den fetalen Kreislauf zu gelangen,
muss die Glukose die Syncytiotrophoblastzellschicht passieren, die zwischen Pla-
zentazotten und fetalen Kapillaren liegt. Durch spezielle Transportproteine, ge-
nannt GLUTs, kann die Aufnahme von Glukose ins Gewebe bewerkstelligt wer-
den. Dieser Prozess geschieht mittels Diffusion auf Grund eines Konzentrations-
unterschiedes. Es existieren viele GLUT Isoformen, wobei im trans-plazentaren
Glukosemetabolismus GLUT-1 eine wichtige Rolle spielt und in allen Zelltypen der
Plazenta vorhanden ist (2). GLUT-1 ist, neben GLUT-3, ein insulinunabhangiger
Glukosetransporter und somit verantwortlich fir die Glukosebereitstellung in Zel-
len, die wesentlich auf Glukose angewiesen sind, um ihre Funktion zu erflllen.

Dazu zahlen neben der Plazenta vor allem das ZNS und die Erythrozyten (22).

MVM BM

© GLUT!L
® GLUT3

mother placenta fetus

Abbildung 9: Glukosetransport in der Plazenta. Die Syncytiotrophoblastzellen stellen die
Barriere zwischen fetalen Endothelzellen (EC) und der maternalen Seite dar. An der Mikrovil-
limembran (MVM) und an der Basalmembran (BM) befinden sich GLUT1 Transporter. GLUT3
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sind vor allem an den EC lokalisiert. Erhohte ROS konnten eine wichtige Rolle in der Regu-
lation der GLUT Expression spielen, welche sich an der maternalen und fetalen Grenzflache
befinden (2).

Der Effekt von oxidativem Stress auf den Glukosemetabolismus in der Plazenta ist
noch nicht genau geklart. Es gibt aber zahlreiche Beweise, dass oxidativer Stress
im nicht schwangeren Gewebe GLUT-1 und GLUT-3 abhangige Glukoseaufnah-
me beeinflusst. Deshalb wird angenommen, dass dieser Effekt auch in der Plazen-

ta auftritt und somit die zum Fetus transportierte Glukosemenge verandert (2).

NGT placenta fetal
blood

l HX/XO

| antioxidants; T ROS
| glucose metabolism

SOD
catalage

1 antioxidants; | ROS
1 glucose metabolism

| Glucose

T Glucose

GDM placenta
T ROS
1 antioxidants

l HX/XO

=antioxidants
=glucose metabolism = Glucose

Abbildung 10: Der Effekt von oxidativem Stress auf die plazentidre Glukoseaufnahme. In der
nicht-diabetischen Plazenta fiihrt HX/XO zu einer Verminderung an Antioxidantien, wahrend
die ROS Konzentration steigt. Auch der Glukosetransport zum Fetus ist verringert. Bei GDM
zeigt HX/XO keinen Effekt auf ROS und den Glukosemetabolismus, was der vermehrten Ex-
pression an Antioxidantien zuschreibbar ist. In der Gegenwart von HX/XO bleibt der Gluko-

setransport zum Fetus unverdndert (2).
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1.7 OXIDATIVER STRESS UND SCHWANGERSCHAFT

Oxidativer Stress ist bereits ab Beginn der Schwangerschaft in der Plazenta und
dem Fetus vorhanden. Er spielt eine Rolle bei der normalen Plazentaentwicklung,
aber auch in vielen pathologischen Vorgangen. Auflerdem findet im dritten Tri-
menon einer Schwangerschaft eine systemische Vermehrung von inflammatori-
schen Zellen wie Granulozyten und Monozyten statt. Diese Zellen sind alle in der

Lage oxidativen Stress zu bilden (5).

Abort

Bei Fehlgeburten beginnt die Durchblutung der Plazenta bereits in einem friheren
Stadium und erfolgt nicht nur in den Randbezirken. Der Grund dafur ist eine nur
oberflachliche Invasion der extravilldsen Trophoblastzellen in die Spiralarterien
und ein unzureichender Verschluss. Im Serum und im Plazentagewebe von Frau-
en mit Fehlgeburten wurden vermehrt Lipidperoxide und modifizierte Proteine ge-
funden. Auch DNA Schaden konnten nachgewiesen werden. Vermehrte ROS
Produktion sowie auch verminderte oder fehlerhafte ROS Abwehr bringen ein ho-
heres Risiko von Fehlgeburten mit sich. Als weiterer Risikofaktor wird ein Mangel

an Selen beschrieben, das fur die Funktion der Glutathionperoxidase notwendig ist

().

Praeklampsie

Viele Studien zeigen bereits den Zusammenhang zwischen Praeklampsie und er-
héhtem oxidativen Stress. Als Ursache wird eine vaskulare Komponente vermutet,
da die Early-Onset-Praeklampsie mit einer fehlerhaften Spiralarterienkonversion in
Zusammenhang gebracht wird. Es wird beschrieben, dass wiederholte Episoden
von Ischamie, gefolgt von Reperfusion, mehr oxidativen Stress verursachen, als
Hypoxie allein. Eine andere Quelle von ROS bei Praeklampsie sind Autoantikorper
gegen den Angiotensin AT1 Rezeptor, welche die NADPH Oxidase stimulieren

und so zur vermehrten ROS Bildung fuhren (5).
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IUGR

IUGR (intrauterine Wachstumsretardierung) ist ein haufig auftretendes Problem in
der Schwangerschaft und ist oft die Folge von Infektionen oder genetischen De-
fekten. Kénnen diese Ursachen jedoch ausgeschlossen werden, muss die mutter-
liche Plazentazirkulation in Betracht gezogen werden. Wie bereits bei der Prae-
klampsie beschrieben, kann die physiologische Umwandlung der uterinen Spi-
ralarterien durch oxidativen Stress gefahrdet sein und somit zu einer Unterversor-

gung des Feten mit anschlieRender IUGR fuhren (5).

Membraninstabilitat

Oxidativer Stress wird auch mit proteolytischem Abbau von Kollagenfasern in Zu-
sammenhang gebracht. Die Folge davon ist eine vorzeitige Ruptur von Chorion-

und Amniongewebe (5).

Organogenese

Lappas et al. beschreiben den Zusammenhang von oxidativem Stress und der
embryonalen Organogenese. Die Regulation der Apoptose zur richtigen Zeit und

an der richtigen Stelle kann durch ROS gestort sein (2).

Fetale Missbildungen

Eine erhdhte Konzentration an ROS, sowie verminderte Mengen an Antioxidan-
tien, werden auch mit fetalen Missbildungen in Beziehung gebracht. Wie bereits
beschrieben, ist flir die Organogenese ein korrekter Ablauf der Apoptose notwen-
dig. Im Tiermodell wurde gezeigt, dass ROS zu vermehrter Apoptose flihren kann.
Fetale Missbildungen werden vor allem bei vorbestehendem Diabetes beobachtet,
betrifft also oft Frauen mit T1D. In Experimenten waren Herzfehler und Neural-

rohrdefekte die am haufigsten auftretenden Missbildungen (2).

Endotheliale und vaskulare Dysfunktion

Zur normalen Entwicklung der Plazenta gehort eine stark gesteigerte Angiogenese
und Vasodilatation, um den vermehrten Blutfluss in der Schwangerschaft zu ge-

wahrleisten, der fur das fetale Wachstum notwendig ist. ROS sind in der Lage, die
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Angiogenese und die Gefalireaktivitat zu beeinflussen. In Schwangerschaften mit
diabetischen Bedingungen wurden in den Plazenta- und Nabelschnurgefalien
strukturelle Veranderungen nachgewiesen, die gemeinsam mit anderen metaboli-
schen Veranderungen bei Diabetes zu Veranderungen in der Ernahrung und

Sauerstoffversorgung des Feten fuhren konnen (2).

1.8 T1D UND ROS IN DER SCHWANGERSCHAFT

Einige Studien beweisen eine Veranderung in der Konzentration von antioxidanten
Enzymen in Plazenten des dritten Trimenons mit diabetischen Bedingungen. Die-
se Enzyme sind dabei entweder hochreguliert, um die vermehrten ROS abzufan-

gen, oder auch downreguliert, durch die Uberschielfende ROS Produktion.

Kinalski et al. untersuchten die Menge an antioxidanten Enzymen und Lipidperoxi-
dationsprodukten im Nabelschnurblut und in den Terminplazenten von schwange-
ren Frauen mit T1D und Gestationsdiabetes im Vergleich zu gesunden Schwange-
ren. In der T1D Gruppe wurde eine signifikante Abnahme von SOD1 festgestellt,

sowie ein Anstieg von Glutathion (23,24).

In einer anderen Studie zu oxidativen Stress in der Schwangerschaft wurde eine
erhdhte Expression von SOD2 im spaten Plazentagewebe von diabetischen Mut-

tern als mogliche Antwort auf eine vermehrte ROS Produktion gefunden (25).
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1.9 HYPOTHESE UND FRAGESTELLUNGEN

Wie bereits beschrieben, belegen einige Studien, dass bei mutterlichem T1D am
Ende der Schwangerschaft unterschiedliche Konzentrationen an antioxidanten
Enzymen vorliegen, im Vergleich zu nichtdiabetischen Muttern.

In dieser Arbeit soll untersucht werden, ob es bereits im ersten Trimenon zu einer

veranderten Genexpression kommt.

Als nachstes soll die mogliche Ursache fur die veranderte Expression der unter-
suchten Gene identifiziert werden, wobei eine Trophoblastzelllinie erhéhten Glu-
kose- und Sauerstoffkonzentrationen ausgesetzt wird und die Auswirkungen auf

die oben genannten Gene untersucht wird.

1.9.1 Fragestellungen

e Kommt es in der Plazenta von Frauen mit T1D bereits im ersten Trimenon zu
einem erhdhten Level an oxidativen Stress?

¢ In welcher Schwangerschaftswoche kann ein Unterschied im Vergleich zu ge-
sunden Frauen festgestellt werden?

e Liegt die Ursache fur die vermehrte ROS Produktion in einer veranderten Kon-

zentration von O, oder Glukose?

1.9.2 Strategie

Mittels Real-Time PCR wurden 8 antioxidante Gene (SOD1, SOD2, SOD3, GPX1,
GPX3, GPX4, CAT, GSR) und 4 ROS generierende Gene (XDH, NOX1, NOX4,
NOX5) im Plazentagewebe des ersten Trimenons von diabetischen Frauen mit
gesunden Kontrollen verglichen. Diese Gene wurden wieder mittels Real-Time
PCR in der mit O, und Glukose kultivierten ACH-3P Zelllinie weiter untersucht.
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2 Material und Methoden

2.1 PLAZENTAPROBEN

Die Plazentaproben aus dem ersten Trimenon wurden von der Universitatsklinik
fur Gynakologie und Geburtshilfe der Medizinischen Universitat Graz zur Verfa-
gung gestellt. Fur diese Arbeit wurden 14 Proben von Frauen mit T1D und 12 Pro-
ben von gesunden Frauen verwendet. Die Plazentaproben wurden in flissigem
Stickstoff schockgefroren, die total RNA mittels Trizol isoliert und anschlie3end

2 ug der isolierten RNA fur die cDNA Synthese verwendet.
Um festzustellen, in welcher Schwangerschaftswoche es zu Veranderungen in der
Expression der antioxidanten bzw. ROS generierenden Gene bei Muttern mit T1D

im Vergleich zu den gesunden Kontrollen kommt, wurden die Proben in die zwei
Gruppen SSW 6-7 und SSW 8-10 geteilt.

2.1.1 Plazentaprobenaufstellung

Tabelle 1: Aufstellung und Charakterisierung der Plazentaproben.

Kriterien T1D Kontrollen
Schwangerschaftswoche 6-7 n=5 n=4
Schwangerschaftswoche 8-10 n=9 n=7
HbA1c 7,25+ 0,70 <6
Miitterlicher BMI [kg/m2] 23,2+1,9 245+23
Mutterliches Alter 22 -38 21-40
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2.2 ACH-3P ZELLLINIE

Im zweiten Versuch sollen Hyperglykamie und Hypoxie bzw. Hyperoxie als mogli-
che Ursache fur die veranderte Expression der antioxidanten und ROS generie-
renden Gene untersucht werden.

Dafur wurde die Trophoblastzellline ACH-3P verwendet. Diese wurde durch Fusi-
on von Trophoblastzellen aus dem ersten Trimenon und einer Chorionkarzinom-
zelllinie (AC1-1) generiert. Die ACH-3P Zellen wurden fur sechs Tage unter ver-
schiedenen Sauerstoff- und Glukosekonzentrationen kultiviert und danach total
RNA mittels Trizol isoliert. Die Glukosekonzentrationen betrugen 10 mM (Kontroll-
gruppe), 17,5 mM und 25 mM, die O, Konzentrationen 2,5 %, 5 %, 8 %, 12 % und
21 % (26). 2 pg dieser bereits vorbereiteten RNA wurden fur die cDNA Synthese

verwendet.

2.2.1 Probenaufstellung — ACH-3P Zellen

Tabelle 2: Aufstellung der mit Glukose behandelten ACH-3P Zellen. (K) = Kontroligruppe.

Glukosekonzentration Anzahl

10 mM (K) n=3
17,5 mM n=3
25 mM n=3

Tabelle 3: Aufstellung der mit O, behandelten ACH-3P Zellen.

0, Konzentration Anzahl
2,5% n=2
5% n=3
8 % n=2
12 % n=7
21 % n=5
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2.3 CDNA SYNTHESE

Als Ausgangsmaterial fir die Real-Time PCR wird cDNA (complimentary DNA)
bendtigt. Dabei wird mRNA durch das Enzym Reverse Transkriptase in cDNA um-
geschrieben.

Von jeder Probe wurden 2 ug cDNA hergestellt. Daflir musste zuerst die Konzent-
ration jeder RNA photometrisch bestimmt und anschlielend 2 ug RNA mit H,O auf
insgesamt 20 pl aufgefullt werden. Als nachster Schritt wurde der Master Mix |
hergestellt. Dieser besteht aus 2 pl Random Hexamer Primer (Fermentas, Germa-
ny) und 2 pyl dNTP (Qiagen Hilden, Germany) fur jede Probe. Davon wurden zu
jedem Ansatz 4 ul gegeben. AnschlieRend wurden die Proben fir finf Minuten bei
65° C inkubiert und sofort auf Eis gestellt. Danach wurden zu jeder Probe 14 pl
Mastermix Il pipettiert, welcher 8 pl First Strand Buffer (Invitrogen, CA, USA), 4 pl
DTT (Invitrogen, CA, USA) und 2 yl RNAse Inhibitor (Invitrogen, CA, USA) enthalt.
Dieses Reaktionsgemisch wurde flir zwei Minuten bei 25° C inkubiert. Zu jedem
Ansatz wurden anschlie3end 2 pl SuperScript Il (Invitrogen, CA, USA) gegeben.
Das Gesamtvolumen jeder Probe betrug nun 40 pl. Als letzter Schritt wurde der
Reaktionsansatz fur zehn Minuten bei 25° C und fur 50 Minuten bei 42° C inku-

biert. Bei diesem Schritt wurde die cDNA synthetisiert.

2.4 REAL-TIME QUANTITATIVE PCR

Die Real-Time PCR funktioniert nach dem Prinzip der klassischen PCR, jedoch
kann dabei durch die Messung von Floureszenzfarbstoffen wahrend eines Zyklus
neben der Vervielfaltigung der DNA auch eine Quantifizierung erfolgen. Man erhalt

relative Werte, die auf ein Housekeeping Gen normalisiert werden (27).

2.41 Tag-Man Prinzip

Zur Quantifizierung der PCR-Produkte wurden Tag-Man Sonden verwendet. Dabei
befindet sich am 5’Ende der Reporter und am 3’Ende der Quencher. Kommt es
zur Verlangerung des Stranges durch die Polymerase, werden Reporter und
Quencher getrennt, sind nicht mehr in unmittelbarer Nahe und der Reporter emit-

tiert ein Fluoreszenzsignal, das gemessen wird.
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2.4.2 Housekeeping Gene

Zur Normierung der Expression der antioxidanten bzw. ROS generierenden Gene
wurden die Housekeeping Gene RPL30 und HPRT verwendet. Housekeeping Ge-
ne sind nicht regulierte und konstant in jeder Zelle exprimierte Gene.

RPL30 codiert fur ein ribosomales Protein der 60S Untereinheit der Ribosomen
(28), wahrend HPRT (Hypoxanthine Guanine Phosphoribosyltransferase) eine
zentrale Rolle im Purinstoffwechsel spielt (29).

Die Ansatze fur die Real-Time PCR wurden nach folgendem Pipettierschema her-

gestellt:

Tabelle 4: Pipettierschema Real-Time PCR.

Einzelansatz Duplikatansatz Gesamt + 10%
TaqMan Universal Mastermix
(Applied Biosystems, CA, USA) 1w 201 21
Aqua dest.
(Ambion, TX, USA) 4ul 8 ul 8,8 ul
Taq Man Gen Expressions Assay
(Applied Biosystems, CA, USA) [l e 220
cDNA 5ul 10 11 ul
Gesamtvolumen 20 pl 40 pl 44 pl

Die Ansatze wurden fur jedes Gen in Duplikaten angesetzt und zusatzlich 10 %
berechnet. Weiters wurde eine Non Template Control mit H,O angesetzt, um Ver-
unreinigungen durch DNA auszuschliel3en. Fur jede Probe wurden pro Ansatz

20 ul des Reaktionsgemisches in eine 96 Well Platte pipettiert.

Die Real-Time quantitative PCR wurde am Thermocycler AB7900 Syllabus am
Zentrum fur Medizinische Forschung Graz durchgefihrt. Fur jeden Lauf wurden

folgende Einstellungen gewahlt:

1. Phase: 2 Minuten bei 50° C
2. Phase: 10 Minuten bei 95° C
3. Phase: 40 Zyklen fir je 15 Sekunden bei 95° C und 1 Minute bei 60° C
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Das Ergebnis jedes PCR-Laufes ist der so genannte Ct-Wert. Ct steht fur Cycle
Treshhold und beschreibt, nach wie vielen Zyklen sich das Fluoreszenzsignal
deutlich vom Hintergrund abhebt. Diese Zykluszahl liegt im exponentiellen Bereich
der Vermehrung. Je mehr DNA in der Probe vorhanden ist, desto niedriger ist der
Ct-Wert.

2.5 AUSWERTUNG UND STATISTIK

Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte mit der AA Ct Methode. Damit kann die
Genexpression im Verhaltnis zum Referenzgen mit Formeln berechnet werden.
Als Ausgangswert der Berechnungen dient der Ct Wert, der am Ende jedes Real-
Time PCR Laufes durch die Software automatisch ermittelt wird. Zur Berechnung

wurde Microsoft Excel (Microsoft Corporation, USA) verwendet.

Zuerst wurde der Mittelwert der Ct-Werte aus beiden Ansatzen jeder Probe be-
rechnet. Als nachstes wurde der ACt-Wert ermittelt, indem die Differenz der Ct-
Werte aus Ziel- und Housekeeping Gen gebildet wurde. Durch Subtraktion des
ACt-Wertes der Kontrollgruppe vom ACt-Wert der Zielgruppe erhalt man den
AACt-Wert. Aus diesem Wert wurde durch die Formel 22T der Foldchange-Wert
zur einfacheren Darstellung berechnet. Bei einem Foldchange >1, ist mehr Zielgen

in der Probe vorhanden als in der Kontrollgruppe.

Die statistische Auswertung der Daten wurde mit dem Programm SigmaPlot 12.0
(Systat Software, Inc. Chicago, USA) erstellt. Dafur wurden die ACt Werte ver-
wendet. Zur graphischen Darstellung der ACt- und Foldchange-Werte wurden
Boxplots erstellt, um die Streuung der Daten Ubersichtlich zu zeigen. Die Ergeb-
nisse der Plazentaproben wurden mit einem Two-Way-Anova Test verglichen, ge-
folgt von der Holm-Sidak Methode als Post-Hoc Test. Mittels T-Test wurden die
mit 10mM und 17,5 mM Glukose kultivierten ACH-3P Zellen miteinander vergli-
chen, wahrend ein One-Way-Anova Test fur die mit O, behandelten Zellen heran-
gezogen wurde. Die Ergebnisse sind statistisch signifikant wenn p < 0,05.
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3 Ergebnisse

3.1

Im ersten Versuch wurde Plazentagewebe von Schwangeren mit T1D (n=14) mit

gesunden Kontrollen (n=11) verglichen. Die Proben wurden fir die Auswertung in

die zwei Gruppen SSW 6-7 und SSW 8-10 geteilt.

Tabelle 5: Uberblick iiber die PCR und Statistikergebnisse. Die Spalte Expression zeigt, ob
das Gen mittels Real-Time PCR detektierbar war. Die dritte Spalte gibt einen Uberblick iiber

die statistische Signifikanz der Ergebnisse.

ERGEBNISSE DER PLAZENTAPROBEN

Gen

Expression

Signifikanz SSW 6-7

Signifikanz SSW 8-10

GPX1

GPX3

GPX4

SOD1

SOD2

SOD3

GSR

CAT

XDH

NOX1

NOX4

NOX5

+

+

+

Bis auf das ROS generierende Gen NOX1 waren alle Gene mittels Real-Time
PCR detektierbar. Da das Housekeeping Gen RPL30 nicht in allen Proben mess-

bar war, wurden alle Ergebnisse auf das Housekeeping Gen HPRT normiert.
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Statistisch signifikant waren unter den antioxidanten Genen GPX3 (p = 0,030) und
SOD2 (p = 0,023). Die Veranderung in der Genexpression zwischen der diabeti-
schen Gruppe und den Kontrollen war bei beiden Genen in den SSW 8-10 zu

messen.

Die nachfolgende Abbildung zeigt die Expression aller untersuchten Gene im Ver-
gleich zur Kontrollgruppe. In den SSW 8-10 kommt es zu einer verminderten Ex-
pression von GPX3. Auch fur SOD2 konnte in dieser Zeit eine deutlich reduzierte

Konzentration festgestellt werden.

8.0 T

7.0 -
Antioxidantien =[] Woche 6-7 @ Woche 8-10

6.0 . ROS Gene 1 Woche 6-7 [l Woche 8-10

3.0

2,0 - T I

At WM

SOD1 SOD2 SOD3 GPX1 GPX3 GPX4 CAT GSR |NOX4 NOX5 XO

Foldchange vs. Kontrollen

Abbildung 11: Expression der antioxidanten bzw. ROS generierenden Gene in den SSW 6-7

und 8-10. Die Kontrollen wurden auf 1 gesetzt.

-32-



GPX1

3.0

25 -

2.0 - _
[}
(o]
S 15 1
N
Q
210‘ \
5 &\w

L
0.0 1
K 6-7 D 6-7 K 8-10 D 8-10

Abbildung 12: Expression von GPX1 in Plazenten von diabetischen Miittern (D) verglichen
mit gesunden Kontrollen (K) in den SSW 6-7 und 8-10. Der Mittelwert der Kontrollen aus der
8.-10. SSW (K 8-10) wurde auf 1 gesetzt.
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Abbildung 13: Expression von GPX4 in Plazenten von diabetischen Miittern (D) verglichen
mit gesunden Kontrollen (K) in den SSW 6-7 und 8-10. Der Mittelwert der Kontrollen aus der
8.-10. SSW (K 8-10) wurde auf 1 gesetzt.
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SOD1
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Abbildung 14: Expression von SOD1 in Plazenten von diabetischen Miittern (D) verglichen
mit gesunden Kontrollen (K) in den SSW 6-7 und 8-10. Der Mittelwert der Kontrollen aus der
8.-10. SSW (K 8-10) wurde auf 1 gesetzt.
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Abbildung 15: Expression von SOD3 in Plazenten von diabetischen Miittern (D) verglichen
mit gesunden Kontrollen (K) in den SSW 6-7 und 8-10. Der Mittelwert der Kontrollen aus der
8.-10. SSW (K 8-10) wurde auf 1 gesetzt.
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Abbildung 16: Expression von GSR in Plazenten von diabetischen Miittern (D) verglichen
mit gesunden Kontrollen (K) in den SSW 6-7 und 8-10. Der Mittelwert der Kontrollen aus der

8.-10. SSW (K 8-10) wurde auf 1 gesetzt.
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Abbildung 17: Expression von CAT in Plazenten von diabetischen Miittern (D) verglichen
mit gesunden Kontrollen (K) in den SSW 6-7 und 8-10. Der Mittelwert der Kontrollen aus der

8.-10. SSW (K 8-10) wurde auf 1 gesetzt.
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Abbildung 18: Expression von NOX4 in Plazenten von diabetischen Miittern (D) verglichen
mit gesunden Kontrollen (K) in den SSW 6-7 und 8-10. Der Mittelwert der Kontrollen aus der

8.-10. SSW (K 8-10) wurde auf 1 gesetzt.
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Abbildung 19: Expression von NOX5 in Plazenten von diabetischen Miittern (D) verglichen
mit gesunden Kontrollen (K) in den SSW 6-7 und 8-10. Der Mittelwert der Kontrollen aus der

8.-10. SSW (K 8-10) wurde auf 1 gesetzt.
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Abbildung 20: Expression von XDH in Plazenten von diabetischen Miittern (D) verglichen
mit gesunden Kontrollen (K) in den SSW 6-7 und 8-10. Der Mittelwert der Kontrollen aus der
8.-10. SSW (K 8-10) wurde auf 1 gesetzt.
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Abbildung 21: Expression von GPX3 in Plazenten von diabetischen Miittern (D) verglichen
mit gesunden Kontrollen (K) in den SSW 6-7 und 8-10. Der Mittelwert der Kontrollen aus der
8.-10. SSW (K 8-10) wurde auf 1 gesetzt.
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Abbildung 22: Expression von SOD2 in Plazenten von diabetischen Miittern (D) verglichen
mit gesunden Kontrollen (K) in den SSW 6-7 und 8-10. Der Mittelwert der Kontrollen aus der

8.-10. SSW (K 8-10) wurde auf 1 gesetzt.
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3.2 ERGEBNISSE DER ACH-3P ZELLLINIE

Im zweiten Teil wurde nach der Ursache fir die veranderte Expression der antio-
xidanten bzw. ROS generierenden Gene gesucht. Da bei Mattern mit T1D ein hy-
perglykamisches Milieu vorherrscht, konnte dies als Ursache fur die veranderte
ROS Produktion gesehen werden. Auch hypoxische bzw. hyperoxische Bedingun-
gen konnten ein Grund daflr sein, da es in der Plazenta des ersten Trimenons zu
einem starken Anstieg des pO; kommt.

Als Proben wurden die ACH-3P Zellen, eine Trophoblastzellline fusioniert mit einer
Chorionkarzinomzelllinie, verwendet. Diese Zellen wurden flir sechs Tage unter
hyperglykdmischen und unterschiedlichen O, Bedingungen kultiviert. Die Gluko-
sekonzentrationen der unter Hyperglykdmie kultivierten Zellen betrugen 10 mM
(Kontrollgruppe), 17,5 mM und 25 mM. Unter physiologischen Bedingungen in vivo
betragt die Glukosekonzentration ca. 5,5 mM, fur die ACH-3P Zellen ist jedoch
eine Konzentration von 10 mM notwendig, da diese Zellen sehr schnell proliferie-

ren. Die O, Konzentrationen waren 2,5 %, 5 %, 8 %, 12 % und 21 %.

Untersucht wurden alle in Tabelle 6 dargestellten Gene. Besonderes Augenmerk
wurde aber auf die zuvor in den Plazentaproben gemessenen Gene gelegt, die bei
Mdattern mit T1D eine Veranderung in der Expression verglichen mit der Kontroll-
gruppe zeigten. In den Plazentaproben konnte in der Expression von GPX3 und
SOD2 eine Veranderung bei Mattern mit T1D im Vergleich zur gesunden Kontroll-
gruppe gemessen werden, die beiden Gene werden in den SSW 8-10 vermindert

gebildet.

Alle untersuchten Gene konnten in den ACH-3P Zellen mittels Real-Time PCR
gemessen werden. Die Ergebnisse wurden wieder auf das Housekeeping Gen
HPRT normiert, da RPL30 nicht in allen Proben detektierbar war.
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Tabelle 6: Ubersicht iiber die Ergebnisse der ACH-3P Zelllinie

Gen Expression Signifikanz Hyperglykamie Signifikanz O,
GPX1 + + -
GPX3 + = -
GPX4 + - +
SOD1 + + +
SOD2 + + +
SOD3 + + -
GSR + - -
CAT + + +
XDH + - -

3.2.1 Hyperglykamie

In den mit Hyperglykdmie behandelten Zellen kam es zu folgendem Ergebnis,
wenn die Glukosekonzentration der Kontrollen (10 mM) mit einer leichten Hyper-

glykamie von 17,5 mM verglichen wurde:

e SOD2:p=0,031
e GPX3:p=>0,05

Somit konnte ein signifikantes Ergebnis nur bei dem antioxidanten Gen SOD2
festgestellt werden.

Unter den Genen, die in den Plazentaproben keine Veranderung in der Expression
zwischen T1D und der Kontrollgruppe zeigten, waren in den ACH-3P Zellen unter

hyperglykédmischen Bedingungen die folgenden vier Gene signifikant reguliert.

e SOD1:p=<0,001
e SOD3:p=0,025
e GPX1:p=0,015
e CAT:p=<0,001
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Abbildung 23: Der Effekt von Hyperglykamie (17,5 mM) auf enzymatische Antioxidantien in
den ACH-3P Zellen. Die Kontrollgruppe 10 mM Glukose wurde auf 1 gesetzt.
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Abbildung 24: Die Expression von GPX3 unter Hyperglykdamie. K 10 mM = Kontrollgruppe.
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Abbildung 25: Die Expression von SOD2 unter Hyperglykamie. K 10 mM = Kontrollgruppe.
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Abbildung 26: Die Expression von SOD1 unter Hyperglykdmie. K 10 mM = Kontrollgruppe.
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Abbildung 27: Die Expression von SOD3 unter Hyperglykamie. K 10 mM = Kontrollgruppe.
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Abbildung 28: Die Expression von GPX1 unter Hyperglykdmie. K 10 mM = Kontrollgruppe.
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Abbildung 29: Die Expression von CAT unter Hyperglykamie. K 10 mM = Kontrollgruppe.
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3.2.2 Ergebnisse O,

In den unter verschiedenen O, Konzentrationen (2,5 %, 5 %, 8 %, 12 % und 21 %
O3) kultivierten ACH-3P Zellen waren die in den Plazentaproben deregulierten

Gene mit folgender Signifikanz verandert:

e SOD2:p=0,018
e GPX3:p=>0,05

Aulerdem konnte eine statistisch signifikante Veranderung noch in der Expression
der Gene CAT (p = 0,009), GPX4 (p = 0,049) und SOD1 (p = 0,011) festgestellt

werden.
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Abbildung 30: Die Expression von antioxidanten bzw. ROS generierenden Genen unter un-
terschiedlichen O, Konzentrationen (2,5 %, 5%, 12 % und 21 %).
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Abbildung 31: Die Expression von GPX3 unter unterschiedlichen O, Konzentrationen (2,5 %,

5%, 8 %, 12 % und 21 %)
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Abbildung 32: Die Expression von SOD2 unter unterschiedlichen O, Konzentrationen (2,5 %,

5%, 8 %, 12 % und 21 %).
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Abbildung 33: Die Expression von SOD1 unter unterschiedlichen O, Konzentrationen (2,5 %,

5%, 8 %, 12 % und 21 %).
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Abbildung 34: Die Expression von GPX4 unter unterschiedlichen O, Konzentrationen (2,5 %,

5%, 8 %, 12 % und 21 %).
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Abbildung 35: Die Expression von CAT unter unterschiedlichen O, Konzentrationen (2,5 %,

5%, 8 %, 12 % und 21 %).
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4 Diskussion

In dieser Arbeit wurden Plazentaproben des ersten Trimenons von Muttern mit
T1D (n = 14) mit gesunden Kontrollen (n = 12), hinsichtlich der Expression von
antioxidanten bzw. ROS generierenden Gene, verglichen.

Die antioxidanten Gene SOD2 und GPX3 zeigten eine statistisch signifikante Ver-
ringerung in den SSW 8-10.

Im zweiten Teil wurde untersucht, ob es durch Hyperglykamie und unterschiedli-
che O, Konzentrationen zu einer Veranderung in der Expression dieser Gene
kommt. Die dafur verwendete ACH-3P Zellline wurde sechs Tage unter verschie-
denen Glukose- und O, Konzentrationen kultiviert. Die Glukosekonzentrationen
betrugen 10 mM, 17,5 mM und 25 mM. Unter physiologischen Bedingungen in
vivo liegt die Glukosekonzentration bei ca. 5,5 mM, fur die ACH-3P Zellen ist je-
doch eine Konzentration von 10 mM notwendig, da diese Zellen sehr schnell
proliferieren. Da 25 mM Glukose eine in vivo zu hohe Konzentration darstellt, wur-
de in den Ergebnissen lediglich auf 10 mM und 17,5 mM eingegangen.

Die O, Konzentrationen, unter denen die ACH-3P Zelllinie kultiviert war, betrugen
2,5%,5 %, 8 %, 12 % und 21 %.

Uberraschenderweise war die Genexpression der antioxidanten Enzyme unter
Bedingungen, die generell zu oxidativem Stress flihren (Diabetes, Hyperglykamie),
vermindert. Dies konnte eine spezielle Reaktion der frihen Plazenta sein, um den
physiologischen Anstieg des pO,; um die 11.SSW, der in der Embryonal- und Pla-
zentaentwicklung eine wichtige physiologische Rolle spielt, nicht zu kompensieren
und durch vermehrten Abbau der ROS zu verhindern. Bei Schwangeren mit T1D
konnte eine solche Negativregulation der antioxidanten Enzyme, durch den hier
vermehrt auftretenden oxidativen Stress, zu einer nicht mehr physiologischen,

sondern pathologischen Konzentration an ROS fuhren.

Ein Ziel dieser Studie war es, zu vergleichen, ob oxidativer Stress bei Muttern mit
T1D bereits im ersten Trimenon vermehrt auftritt. In Studien von Kinalski et al.
wurde eine Downregulation von SOD1 in Terminplazenten von Frauen mit T1D

festgestellt. Diese Gruppe enthielt jedoch auch Plazentaproben von Muttern mit
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GDM (23, 24). In meiner Arbeit konnte keine Veranderung in der Expression von
SOD1 in diabetischen Plazenten des ersten Trimenons im Vergleich zur gesunden
Kontrollgruppe festgestellt werden.

In einer anderen Studie Uber oxidativen Stress in Terminplazenten von Frauen mit
T1D wurde eine Hochregulierung von SOD2 gefunden (25). Auch in meinem Ver-
such konnte ein signifikanter Unterschied in der Expression von SOD2 in diabeti-
schen Plazenten des ersten Trimenons im Vergleich zu gesunden Kontrollen fest-
gestellt werden, jedoch liegt eine Downregulation des antioxidanten Gens vor. In
den SSW 8-10 wird in diabetischen Plazenten weniger SOD2 gebildet, als in Pla-
zenten von gesunden Frauen. Auch GPX3 zeigte dasselbe Resultat. Diese Ergeb-
nisse konnten bedeuten, dass in den Plazentaproben von Muttern mit T1D weni-
ger oxidativer Stress vorherrscht, und somit das antioxidante Enzym downreguliert
wird. Diese Hypothese ist aber unwahrscheinlich, da es als generelles Dogma gilt,
dass durch hyperglykdmische Bedingungen vermehrt oxidativer Stress gebildet
wird, wie es auch in Kapitel 1.4 beschrieben ist. Vielmehr ist es wahrscheinlich,
dass es durch Hyperglykamie in der Plazenta zu einer Fehlregulation in der Ex-
pression von antioxidanten Genen kommt. Dadurch verschlimmern sich die Aus-
wirkungen von oxidativem Stress auf die Plazenta und den Fetus, da einerseits
durch Hyperglykamie vermehrt ROS gebildet wird und andererseits durch die
Downregulation der antioxidanten Gene noch weniger ROS abgefangen werden

konnen.

Da auch bei GDM hyperglykamische Bedingungen in der Plazenta vorliegen, kann
es hier ebenfalls zur vermehrten Bildung von ROS kommen. Mit einer Pravalenz
von 1 % bis 14 % ist GDM die am haufigsten vorkommende Diabetesform in der
Schwangerschaft (2). Gerade deshalb gibt es bereits zahlreiche Studien Uber das
Auftreten von oxidativem Stress in der Plazenta bei Muittern mit GDM. Bei
Schwangeren mit GDM konnte haufig eine erhdhte Aktivitat des ROS verursa-
chenden Gens XO nachgewiesen werden (2, 30, 31). CAT zeigte vermehrt eine
Downregulierung in GDM (2, 30). Sowohl fur SOD als auch flir GPx gibt es gegen-
satzliche Ergebnisse. Diese Enzyme wurden in vermehrter und verminderter Kon-
zentration gemessen (2, 32). Da die Hyperglykamie bei Muttern mit GDM meist
milder ausgepragt ist als bei Typ 1 Diabetikerinnen, konnen die Ergebnisse jedoch

nicht eins zu eins verglichen werden.
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Im ersten Trimenon einer Schwangerschaft ist Hypoxie physiologisch und notwen-
dig fur die Entwicklung des Embryos und der Plazenta. Aullerdem schitzt ein
niedriger pO, vor den Schaden verursacht durch oxidativen Stress, der mit dem
Offnen der Spiralarterien in der Plazenta vermehrt auftritt. Die Plazenta reagiert
darauf mit einer erhdhten Bildung von antioxidanten Enzymen (17-20, 33).

In dieser Studie zeigten die statistisch signifikant regulierten Gene SOD1, SOD2,
GPX4 und CAT eine hdhere Expression bei einer O, Konzentration von 21 %.
Tuuli et al. beschreiben eine erhohte Expression genau dieser Enzyme ab dem
Einsetzen des intervilldsen Blutflusses in der Plazenta (19), was des physiologi-
schen Schutzmechanismus auf den steigenden oxidativen Stress in der Plazenta,

verursacht durch Hyperoxie, bedeutet (34).

Die Ergebnisse dieser Studie wurden limitiert durch die geringe Anzahl an Plazen-
taproben von Frauen mit T1D, da es auf Grund der geringen Rate an diabetischen
Schwangerschaften schwierig ist, Plazentagewebe aus abgebrochenen Frih-
schwangerschaften zu gewinnen.

Aufgrund optimierter Insulintherapien ist die Zahl an schwangeren Typ 1 Diabeti-
kerinnen in den letzten Jahren jedoch gestiegen. Gerade deshalb ist eine strenge
Therapiefiihrung mit intensiven Blutzuckerkontrollen notwendig, um Folgen flir den
Fetus und die Mutter zu reduzieren (9).

Es gibt noch keine vergleichbaren Studien, die antioxidante und ROS generieren-
de Gene in der Plazenta des ersten Trimenons bei Schwangeren mit T1D unter-
suchen. Zusammenfassend kann gesagt werden, dass diese Arbeit einen Uber-
blick Uber die wichtigsten antioxidanten Gene in der Plazenta gibt und die Bedeut-
samkeit von oxidativem Stress in diabetischen Schwangerschaften beweist, auch
wenn sich das erwartete Ergebnis einer Hochregulierung dieser Gene nicht be-
wahrheitete. AulRerdem konnte der Zusammenhang zwischen Hyperglykamie, Hy-

peroxie und der Fehlregulation einiger untersuchter Gene aufgezeigt werden.
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