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Zusammenfassung

Einleitung: Das Smith Lemli Opitz Syndrom (SLOS), eine Erkrankung, welche
durch eine reduzierte endogene fetale Cholesterinbiosynthese charakterisiert ist,
sowie eine maternale Hyperlipidamie, welche zu einer vermehrten “fatty streak”-
Bildung in der fetalen Aorta fuhrt, zeigen die Bedeutung des transplazentaren
Cholesterintransportes von der mutterlichen zur fetalen Zirkulation, an welchem
verschiedene Lipoproteinrezeptoren beteiligt sind.

In dieser Studie wurde die Expression von vier verschiedenen wichtigen
Lipoproteinrezeptoren (SR-BI, LDLR, LRP-8, LOX-1) in Arterien und Venen der
Chorionplatte untersucht. Weiters ist beschrieben, dass ein Gestationsdiabetes
(GDM) wahrend der Schwangerschaft wu.a. 2zu einer verstarkten
Fettstoffwechselstorung mit Veranderung der Blutfettkonzentrationen der Mutter
fuhrt. Deshalb wurde ebenfalls untersucht, ob ein GDM die Genexpression der

oben genannten Lipoproteinrezeptoren in Plazentagefallen verandert.

Methoden: Es wurden Arterien und Venen aus gesunden (Kontrollgruppe) und
aus Plazenten mit White A/B Gestationsdiabetes (GDM-Gruppe) bei
termingerechter Schwangerschaft aus der Chorionplatte heraus prapariert (n=10).
Die RNA wurde nach der TRI-Reagent-Methode isoliert. Die Konzentration und
Reinheit der RNA wurde durch die Messung der Absorption bei 280 und 260nm in
einem Spektralphotometer, sowie durch Gelelektrophorese bestimmt. Bei der
cDNA und der quantitativen RT-PCR wurden Standardprotokolle verwendet. Als
Referenzgene wurden L30, VWF und CD34 verwendet. Zur statistischen
Auswertung wurden SPSS- und Sigma Plot- Software herangezogen. Es lagen
sowohl eine Einverstandniserklarung von Seiten der Patientinnen als auch die
Einwilligung der Ethikkommission der Medizinischen Universitat Graz zur

Durchfihrung der Studie vor.

Ergebnisse und Schlussfolgerung: SR-BI, LOX-1, LRP-8 and LDLR werden in
den in der Chorionplatte liegenden Arterien und Venen exprimiert.

In gesunden Plazenten war SR-Bl in den Venen (26-63%; p<0,001) hoher
exprimiert als in den Arterien. Weiters induzierte GDM die Expression von SR-BI
in den Gefalen signifikant (3-74%; p<0,001). Der Unterschied der LRP-8- und

LOX-1-mRNA-Expression zwischen Arterien und Venen war in gesunden




Plazenten fraglich. Aber auch hier induziert ein GDM die Genexpression beider
Rezeptoren und fuhrt zur einer erhdhten Expression in den Venen (LRP-8 27-80;
p<0,001 and LOX-1 26-69%; p<0,001). Die Expression des LDLR zeigte zu grole
Schwankungen und war stark von den Normierungsgenen abhangig.

Weiters wichen die Ergebnisse in den meisten Fallen bei der Normierung gegen
vWF im Vergleich zu L30 und vVWF haufiger ab, sodass vermutet werden kann,
dass VWF durch den GDM reguliert wird und damit als Referenzgen ungeeignet
ware.

Eine mdogliche Abhangigkeit zwischen Lokalisation der Gefale und dem
Expressionsverhalten der Rezeptoren und die kleine Anzahl an Patientinnen in
Kombination mit den geringen Unterschieden schranken allerdings die

Aussagekraft dieser Studie ein.

Schlusselworter:  Lipoproteine, Lipoproteinrezeptoren, Gestationsdiabetes,
menschliche Plazenta, SR-Bl, LDLR, LRP-8, LOX-1, Referenzgene, RNA-
Isolierung, cDNA-Synthese, RT-PCR




Abstract

Introduction: The Smith Lemli Opitz Syndrom (SLOS), a disease characterized
by an impaired endogenous fetal cholesterol biosynthesis, and an excessive
supply of maternal cholesterol to the fetus, which leads to an enhanced fatty
streak formation in the fetal aorta, are evidences for transplacental cholesterol
transport from the maternal to the fetal circulation. The transport of maternal
cholesterol through the placenta to the fetus is mediated by different lipoprotein
receptors. This study was performed to investigate the expression of four different
important lipoprotein receptors (SR-Bl, LDLR, LRP-8, LOX-1) within placental
chorionic arteries and veins. Moreover, it is described that gestational diabetes
(GDM) during the pregnancy leads to an imbalanced fat metabolism and to an
altered blood lipid concentration in the mother. Therefore, this study was also
aimed to elucidate if GDM alters the gene expression of the above mentioned

receptors in placental chorionic vessels.

Methods: Term placental arteries and veins were dissected from GDM and
normal pregnancies (n=10). RNA was isolated by the Tri-Reagent method. RNA
quality was determined by the protein absorbance ratio at 260nm to 280nm and by
gel electrophoresis. Standard protocols were used for cDNA synthesis and
quantitative RT-PCR. The gene-normalization with three different housekeeping
genes (L30, VWF, CD34) was tested. Statistical analyses were performed by
SPSS and Sigma Plot software. Informed consent was obtained from the patients

and the committee of the Medical University of Graz, granted ethical approval.

Results and Conclusion: SR-BI, LOX-1, LRP-8 and LDLR are expressed in term
placental chorionic arteries and veins, respectively.

In healthy placentas SR-BI was higher expressed in veins compared to arteries
(26-63%; p<0,001). Additionally, in GDM vessels SR-BI expression was induced
(3-74%; p<0,001). No differences of LRP-8 and LOX-1 mRNA expression between
arteries and veins were detected in healthy placentas. However, GDM induced the
gene expression of both receptors (LRP-8 27-80%; p<0,001 and LOX-1 26-69%;
p<0,001) and revealed a higher expression in veins.

The expression of the LDLR showed large variations within placentas and vessels

and was strongly dependent by the housekeeping genes used for normalization.




Furthermore, the results of the normalization against VWF showed different gene
regulation of the receptors in comparison to L30 and CD34. Hence we conclude
that the vVWF protein itself may be regulated by GDM, and therefore it might be not
an appropriate housekeeping gene.

Indeed, this study exhibits some limitations. Firstly, the dissection of the vessels
was selected by chance. Whether the localization of the vessel influences the
investigated lipoprotein receptor expression cannot be clearly ruled out. Secondly
the low number of patients in combination with the small differences in gene-

expressions are limiting the validity and conclusion of this study.

Keywords: lipoprotein, lipoprotein receptor, gestational diabetes, human placenta,
SR-Bl, LDLR, LRP-8, LOX-1, Housekeeping Gene, RNA-Isolation, cDNA
synthesis, RT-PCR
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1 Einleitung

1.1 Die humane Plazenta

Die Plazenta (deutsch: Mutterkuchen, Nachgeburt) bildet die Grundlage der
Versorgung des Feten wahrend der Schwangerschaft (1). Es ist das sich Uber die
Schwangerschaft entwickelnde Gewebe zwischen mautterlicher und fetaler
Zirkulation. An der Entwicklung der Plazenta sind sowohl Mutter als auch Fetus
beteiligt. Dieses Organ erflllt viele Funktionen, die weit Uber die Blutversorgung
hinausgehen. Wahrend der Schwangerschaft entsteht eine materno-plazentare-

embryonale Einheit (2).

Strotum sponglosn
Grenzschicht | Flacentasaptum
Mitterliche Gefifie | | 1

Iophobiast o

Nabelarterien ‘—“—' 7|

] Nobelvens —; et

| Charion Nabelschrur -7,
Sinus marginalls (' /

Abbildung 1: Schematischer Aufbau der Plazenta (3)

Die Plazenta (Abbildung 1) ist in der Regel ein scheibenférmiges und ovales
Organ (Placenta discoidales). Sie ist bei einer normal verlaufenden
Schwangerschaft ca. 2-3cm dick, 500g schwer und hat einen Durchmesser von
20cm. Bei bestimmten Pathologien (z. B. beim Gestationsdiabetes) kann sie
durchaus schwerer und gréRRer sein. An der kindlichen Seite ist sie durch die mit
Amnionepithel Uberzogene Chorionplatte begrenzt. Die mditterliche Begrenzung
bilden die zwischen intervillosem Raum und Myometrium liegenden Dezidua und
die Basalplatte. Die Nabelschnur (bestehend aus 1 Vene, 2 Arterien) inseriert in
die Chorionplatte. Am Rand der Plazenta verschmelzen Chorion- und Basalplatte

miteinander. Am wichtigsten fir die Funktion der Plazenta sind die Zottenbaume.

1



Ein einzelner Zottenbaum hat einen Durchmesser von 2-4cm und wird als
Kotyledon (Synonym: Plazentom) bezeichnet. Diese plazentaren Einheiten werden
durch Septen getrennt, wodurch das charakteristisch gelappte Aussehen entsteht
(makroskopisch durch Furchen erkennbar). Insgesamt gibt es ungefahr 200 dieser
Kotyledonen, von denen jedoch lediglich 60-70 voll funktionsfahig sind.

Im Laufe der Schwangerschaft nehmen Oberflache, Volumen und Anzahl der
Zotten zu und der Durchmesser der Zotten ab. Dadurch wird die Diffusionsstrecke

kurzer und die O»- und Nahrstoffversorgung verbessert (4).

Ll

o ntervillous space

i syncyliotraphoblast
cytolrophoblast

Abbildung 2: Schematischer Schnitt durch eine Plazentazotte (5)

Die bei der Diffusion zu Uberwindende Strecke, die materno-fetale Barriere, wird
als Plazentaschranke bezeichnet (Abbildung 2). Sie setzt sich aus dem
Syncytiotrophoblasten, der trophoblastaren bzw. endothelialen Basalmembran
sowie dem fetalen Endothel zusammen. Im Gegensatz zu anderen Saugetieren ist
die Plazentaschranke beim Menschen einschichtig. Dadurch wird sie auch als
hamo-monochorial beschrieben. Trotz ihrer Dichte konnen viele Medikamente,

Alkohol und andere Gifte die Plazentaschranke passieren (6-7).




1.1.1 Die Funktion

Die Sauerstoff- und Nahrstoffversorgung ist die wichtigste Funktion der Plazenta.
Dafur ist eine adaquate Durchblutung der Plazenta notwendig. Die Spiralarterien
besitzen nicht die Moglichkeit der Autoregulation, das bedeutet, dass die uterinen
Gefalle maximal dilatiert sind und bei Hypoxie nicht mit einer Dilatation reagieren
konnen. Eine Minderdurchblutung der Plazenta durch Blutdruckabfall,
Uteruskontraktionen oder eine Kompression der Nabelschnur kann daher zu einer
Minderperfusion des Feten und damit zu einem lebensbedrohlichen Zustand
fuhren (8).

Im folgenden Teil werden die unterschiedlichen Wege der Sauerstoff- und

Nahrstoffversorgung erlautert:

1) Einfach Diffusion
Die Diffusion geschieht entlang eines Konzentrations- oder Druckgefalles
ohne Energieaufwand durch die Plazentaschranke. Fur die Diffusion ist
sowohl die Konzentration, die GroRe der Austauschflache als auch die
Lange des Diffusionsweges entscheidend (Fick’'sches Gesetz). Die
einfache Diffusion spielt eine wichtige Rolle beim Austausch der Atemgase
Ozund CO3 (2, 7).

2) Erleichterte Diffusion
Auch hier findet die Diffusion entlang eines Gradienten statt. Zusatzlich
werden jedoch stoffspezifische Carrier bendétigt, welche die Diffusion
beschleunigen. Glukose und Laktat werden durch diesen Mechanismus in

bzw. aus dem Feten gebracht (8).

3) Diapedese
Dabei treten zellulare Bestandteile durch die GefalRwand hindurch. Dies ist
bei viralen (Rételn) oder bakteriellen (Syphilis) Infektionen von Bedeutung
(2, 7).

Neben den bisher erwahnten passiven Transportmechanismen, existieren auch

noch aktive Transportmechanismen.




4) Der aktive Transport findet zum einen Uber ATP-abhangige Kanale statt. Dies
ist u.a. erforderlich, um Stoffe entgegen eines Konzentrationsgefalles zu
transportieren. Wichtig ist dies z.B. fur lonenkanale oder fur den Transfer von

Aminosauren, Glukose oder Vitaminen.

5) Zum anderen gibt es noch die rezeptorvermittelte Endozytose. Dabei werden
Immunglobuline (IgG) von der Mutter zum Feten transferiert (Aufbau des
Nestschutzes). Auch Glykoproteine werden Uber diesen Mechanismus

transportiert (2).

Nicht nur far den Transport von notwendigen Molekulen, sondern auch durch ihre
Barrierefunktion hat die Plazenta eine bedeutende Rolle. Zum Schutz des Feten
werden so schadliche Einflisse von der Plazenta zurickgehalten. Da viele
Krankheitserreger die Plazenta nicht durchdringen kénnen, schitzt sie den Feten
vor unterschiedlichsten Infektionen. Weiters kdnnen die in die fetale Zirkulation
gelangten schadlichen Substanzen wieder herausgefiltert werden (6).

Die Durchlassigkeit fur 1gG bietet dem Saugling Schutz in den ersten
Lebenswochen, da der kindliche Organismus noch nicht in der Lage ist selbst
Antikdrper zu bilden. Allerdings birgt diese Durchlassigkeit fur Antikdrper auch
eine Gefahr: Antikorper gegen den Rhesusfaktor (Sensibilisierung einer Rhesus-
negativen Mutter mit Rhesus-positivem Kind) kénnen bei der Geburt eines zweiten
Rhesus-positiven Kindes ins fetale Blut gelangen und zu schweren
Komplikationen (Hamolyse der fetalen Erythrozyten - Erythroblastosis fetalis)
fuhren (Rhesusinkompabilitat) (7).

Weiters stellt die Plazenta ein endokrines Organ dar. Die vier wichtigsten
Hormone, welche von der Plazenta synthetisiert werden, sind Ostrogen,
Progesteron, humanes  Choriongonadotropin (hCG) und humanes
Plazentalaktogen (hPL). Das wohl bekannteste Plazentahormon hCG wandelt das
Corpus luteum menstruationis in das Corpus luteum graviditatis um. Dadurch
werden gentigend Progesteron und Ostrogen freigesetzt, die fiir den Erhalt der
Schwangerschaft wichtig sind. AuRerdem stimuliert es die Testosteronbildung im
fetalen Hoden und hat damit einen wichtigen Stellenwert in der Differenzierung

des mannlichen Geschlechts.




Da der Trophoblast nicht Uber die komplette Enzymausstattung verfugt, ist die
Plazenta bei der Hormonsynthese auf die Anlieferung von Synthesevorstufen
angewiesen. Fir die Ostrogene (Ostradiol, Ostron und Ostriol) wird
Dehydroepiandrosteron zunachst aus der maternalen, spater aus der fetalen
Nebenniere zur Verfligung gestellt.

Ostrogene fiihren zur Proliferation und Odematisierung der Uterusschleimhaut.
Sie synthetisieren kontraktile Proteine und Energiedonatoren im Myometrium,
stimulieren die Prostaglandinsynthese und fuhren zur Zervixreifung. Progesteron
schafft glunstige Nidationsbedingungen fur die befruchtete Eizelle und halt die
Schwangerschaft aufrecht. Neben der Wehenhemmung, stimuliert es die Mammo-
und Laktogenese.

Das hPL ahnelt strukturell sehr dem Wachstumshormon aus der Hypophyse und
stimuliert den maternalen Stoffwechsel. Es bewirkt eine Lipolyse und fuhrt zu
einer Freisetzung von freien Fettsduren, die anstelle von Glukose als
Energiesubstrat dienen. Die nicht mehr verwendete Glukose kann nun dem Feten

bereitgestellt werden (1, 2, 6).

1.1.2 Plazenta nach der Geburt

Da sich die Plazenta nur flr die Versorgung des Feten entwickelt und nach der
Geburt nicht mehr bendtigt wird, wird sie als ,Nachgeburt® ausgestoRen. In der
Regel bildet sich zentral (90%) ein retroplazentares Hamatom aus, was zur
Ablésung der Plazenta fuhrt. Im Normalfall erscheint die Plazenta mit der
Insertionsstelle der Nabelschnur voran in der Vulva. Fibrinauflagerungen auf der
Wundflache verringern das Blutungsausmaly. Die Plazenta sollte sowohl auf der
fetalen als auch auf der maternalen Seite nach der Geburt auf Vollstandigkeit
Uberpruft werden, da es durch die mechanische Belastung und die auftretenden
Scherkrafte zu Abrissen von einzelnen Kotyledonen kommen kann. Diese

mussten dann im Nachhinein manuell entfernt werden (3, 6).




1.2 Maternaler- fetaler Cholesterinstoffwechsel

Cholesterin spielt in vielen physiologischen Prozessen und so auch in der
Entwicklung des Feten eine essentielle Rolle.

Cholesterin (Abbildung 3) ist ein Schlisselelement fur die Fluiditat von
Membranen und die Entstehung von lipidreichen Mikrodomanen. Eine andere
Aufgabe des Cholesterins ist die Aktivierung des sogenannten Hedgehog-
Proteins, welches an der Entwicklung des Vorderhirns beteiligt ist. Aul3erdem dient
es als Vorlaufermolekul fur Gallensauren, Steroidhormone, Vitamin D und

Oxysterole (9).

HO

Abbildung 3: Strukturformel des Cholesterins: Co7H460 (10)

Die Entdeckung des SLOS (1990) zeigt beispielhaft die Wichtigkeit des
Cholesterins fur die Entwicklung des Feten. Bei diesem Syndrom fuhrt eine
reduzierte endogene Cholesterinbiosynthese (Defekt der A’-Dehydrocholesterol
Reduktase) im Feten zu verschiedenen kongenitalen Defekten (11).

Da der Mensch ca. 1g Cholesterin Uber die Bildung von Gallensaure ausscheidet,
muss die gleiche Menge dem Korper wieder zugefigt werden, um das
Gleichgewicht von Aus- und Einfuhr zu gewahrleisten. Der gréf3te Teil entsteht
durch Neusynthese (700-800mg) und nur ein kleiner Teil (200-300mg) wird bei
ausgewogener, cholesterinarmer Ernahrung Gber die Nahrung aufgenommen (12).
Beim Feten gibt es ebenfalls diese beiden Madglichkeiten der

Cholesteringewinnung. Wahrend beim Erwachsenen ein ,steady-state-Zustand

herrscht, d. h. der Input entspricht dem Output, gibt es beim Feten dieses




Gleichgewicht nicht. Hier ist die Cholesterin-Syntheserate viel hoher, da das
Substrat fur das schnelle Wachstum des Feten gebraucht wird (9).

Da beim SLOS geringe Cholesterinkonzentrationen in fetalem Blut und Gewebe
nachgewiesen werden konnten, muss dem Feten Cholesterin aus einer externen
Quelle zugefuhrt worden sein. Es gibt mehrere Hinweise, dass die mdutterliche
Zirkulation als Cholesterinlieferant dient. So wiesen Mc McConihay et al. (13) eine
direkte Korrelation zwischen mutterlicher und fetaler Cholesterinkonzentration bei
Hamstern nach und Napoli et al. =zeigten, dass eine maternale
Hypercholesterinamie mit einer verstarkten ,Fatty streak“-Bildung in der fetalen
Aorta assoziiert ist (14).

Die Aufnahme von Cholesterin Uber Lipoproteine auf der apikalen Seite der
Plazenta erfolgt Uber Lipoproteinrezeptoren (Low-Density-Lipoprotein Rezeptor,
Very-Low-Density-Lipoprotein Rezeptor, Klasse A Scavenger Rezeptor, Low-
Density-Lipoprotein Rezeptor related Protein Low-Density-Lipoprotein Rezeptor
related Protein 8, Megalin, Cubillin und Scavenger Rezeptor Klasse B Typ ).

Auf folgenden Wegen kann Cholesterin in die fetale Zirkulation abgegeben werden
(Abbildung 4) (11):

I.  Sekretion von Lipoproteinen (apo-B-haltig)

[I.  Sekretion von Apolipoproteinen (apoE und apoA1) mit Cholesterin und
Lipiden

[ll.  Cholesterinefflux entlang eines Konzentrationsgradienten zu
phospholipidhaltigen Partikeln oder HDL (Protein-unabhangig)

IV. SR-Bl- abhangiger Cholesterinefflux entlang eines Konzentrations-
gradienten zu phospholipidhaltigen Partikeln oder HDL

V. Mittels ATP-binding cassette transporter A1 (ABCA1) kann Cholesterin an
lipidarme Apolipoproteine abgegeben werden. Eine andere Moglichkeit ist
Cholesterin und Oxysterol an HDL mittels ATP-binding cassette transporter
G1 (ABCGH1) zu Uberflhren (14).
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Abbildung 4: Mdglichkeiten des Cholesterineffluxes in die fetale Zirkulation (11)

Eine geringe Cholesterinkonzentration in der Zirkulation der Mutter hat keinen
negativen Effekt auf die Entwicklung des Feten, da dieser die mangelnde Zufuhr
durch eine Erhéhung der eigenen Produktion kompensieren kann. Eine exogene
Cholesterinquelle ist also nur bei einer Storung der endogenen
Cholesterinproduktion (z.B. SLOS) von Bedeutung (11).

1.2.1 Cholesterinmetabolismus in Endothelzellen

Uber die genauen Ablaufe der Cholesterinhomdostase in humanen Endothelzellen
ist aktuell noch wenig bekannt (16).

Cholesterin wird Uber Lipoproteinrezeptoren in die Endothelzelle (insbesondere
Uber den LDLR) aufgenommen (17). Weiters findet Uber SR-BI eine selektive
Aufnahme von Cholesterinestern (CE) statt. Uber diesen Rezeptor kann
Cholesterin auch an HDL abgegeben werden. Die Cholesterinaufnahme Gber den
SR-BI spielt jedoch nur eine untergeordnete Rolle, wichtiger scheint die
Aktivierung der eNOS zu sein (16). Uber LOX-1 kann vermehrt ox-LDL
aufgenommen werden, was zu einer Dysfunktion flhren kann und damit die
Bildung von Atherosklerose initiiert.

Im Gegensatz zu glatten Muskelzellen und Markophagen kommt es in
Endothelzellen zu keiner Akkumulation von Cholesterin. Erklarungsansatze hierfur
kénnten eine verminderte Cholesterinsynthese innerhalb der Endothelzelle oder
herunter regulierte Lipoproteinrezeptoren (SR-Bl und LDLR) sein. Weiters wird
Cholesterin Uber den ABCG1 an HDL weitergeben, wodurch die Endothelzelle vor
Cholesterinakkumulation geschutzt wird (17).




1.3 Lipide und Lipoproteine in der Schwangerschaft

Wahrend der Schwangerschaft kommt es zu zahlreichen metabolischen
Veranderungen, auch im Fettstoffwechsel. In der Frihschwangerschaft herrscht
ein anaboler Zustand: Es werden vermehrt Fettdepots aufgebaut und die Lipolyse
wird gehemmt. Verantwortlich dafiir sind die Hormone Ostrogen, Progesteron und
Insulin. Die Entwicklung einer Hyperphagie fuhrt bei der Mutter zur
Gewichtszunahme und Aufbau von Fettdepots. In der Spatschwangerschaft
kommt es dann durch Einfluss des hPL 2zu einer Lipolyse und
Fettdepotmobilisierung (katabole Phase) (16). Dadurch, dass die Fettsauren der
Mutter durch den Wechsel zur katabolen Phasen als Energiequelle dienen,
bleiben Glucose und Aminosauren fur den Feten. Es entwickelt sich also im Laufe
der Schwangerschaft eine physiologische maternale Hyperlipidamie (19).

Es findet sich eine starke Erhdhung der Triglyceride (TG), sowie eine leichte
Erhéhung von Phospholipiden und Cholesterin. Dies bedingt eine Erhdhung der
Lipoproteine (VLDL, LDL, HDL) und einen vermehrten TG-Gehalt innerhalb der
Lipoproteine (20).

Total- und LDL-Cholesterin fallen zwar initial ab, erreichen jedoch im 3. Trimenon
ihr Maximum. Ein Effekt den man bei den TG und den VLDL innerhalb der ersten
8 Wochen ebenfalls beobachtet. Die Ursache flir den Anstieg liegt in der
veranderten VLDL-Clearance auf Grund der verminderten Aktivitdt der
Lipoproteinlipase im Fettgewebe und in der Leber (19) sowie in der Ostrogen-
bedingten VLDL-Synthese (21).

Nach 12 Wochen kommt es zu einem Anstieg des HDL-Spiegels, der aber im
Laufe der Schwangerschaft leicht abfallt, aber dennoch Uber dem Ausgangswert
bleibt (19, 21).

Weil der ausgesprochen hohe Cholesterinbedarf des Feten primar Uber die
Cholesterin-Biosynthese gedeckt wird, spielt der materno-fetale Transfer in der

Versorgung des Feten mit Cholesterin nur eine erganzende Rolle.




1.4 Gestationsdiabetes

Beim Gestationsdiabetes (GDM) handelt es sich um eine Glukosetoleranzstorung,
die erstmals wahrend der Schwangerschaft mit einem oralen Glukosetoleranztest
(oGTT) diagnostiziert (Tabelle 1-2) und nach der White-Klassifikation (Tabelle 1-1)
eingeteilt wird. Dieses Screening sollte zwischen der 24. und 28.
Schwangerschaftswoche durchgefuhrt werden. Danach ist der Test auf Grund des
fetalen Hyperinsulinismus nur eingeschrankt beurteilbar (6).

Die Stoffwechselstorung ist in der Regel auf die Schwangerschaft beschrankt.
Man unterscheidet zwei Typen: G1 (nur diatische Therapie noétig) und G2

(insulinabhangige Therapie) (22).

Der GDM manifestiert sich erst im 3. Trimenon und hat wegen dem hdheren
Vaskularisierungsgrad der Plazenta einen starkeren Effekt auf das Endothel (23).
Es handelt sich nicht um eine gestorte Insulinsekretion, sondern um eine
Insulinresistenz. Die Haufigkeit liegt je nach Population zwischen 1 und 14%.

Als Risikofaktoren fur eine Entwicklung eines GDMs gelten eine positive
Familienanamnese bezlglich Diabetes, ein Gestationsdiabetes wahrend friheren
Schwangerschaften, hohes Lebensalter, Ubergewicht und Adipositas sowie ein
hohes Geburtsgewicht bei friheren Schwangerschaften (6).

Wahrend der GDM bei der Mutter relativ lang symptomlos bleibt und lediglich
durch starke Gewichtszunahme und einen grof3en Bauchumfang auffallt, kann es
beim Feten zu weitaus schwerwiegenderen Folgen kommen.

Neben dem Blutzuckeranstieg kommt es auch zu einem Anstieg von TG,
Fettsduren und Aminosauren. Es liegt also ein ,State of Dyslipidaemia“ vor (19).
Veranderungen der mutterlichen Lipidkomposition und Erhéhung der Lipidspiegel
fuhren durch einen hoheren Gradienten zu einem gesteigerten Lipidtransfer.
Dieser Gradient, sowie der uteroplazentare Blutfluss und die Grélke der Plazenta
fuhren zur Makrosomie des Feten (per definitionem >4000g) (24). Durch diese
kann es schon wahrend dem Geburtsvorgang zu Komplikationen kommen
(Schulterdystokie).

Wahrend der Schwangerschaft entsteht durch das vermehrte Glukoseangebot,
bedingt durch eine Insulinresistenz der Mutter, ein fetaler Hyperinsulinismus. Nach
der Geburt und der ,Disconnection“ von der Mutter fallt der Glukoseuberschuss
weg und der hohe neonatale Insulinspiegel senkt den Blutzuckerspiegel zu stark.
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Auf Grund der daraus resultierenden Hypoglykamie besteht aus Sicht des Feten
dringend die Indikation zur Behandlung des GDM (2, 6).

Desweiteren konnen Adaptationsschwache, Atemnotsyndrom, Hyperbilirubinamie
und Hypokalzidmie auftreten. Sowohl bei der Mutter als auch beim Kind entsteht
ein erhohtes Risiko fur die Entwicklung eines Typ-2 Diabetes. Wahrend Diabetes
(Typ 1 und 2) in der Fruhschwangerschaft durch Stérung von Proliferations- und
Differenzierungsschritte des Trophoblasten Langzeitschaden verursacht, kommt
es beim GDM (klinische Manifestation erst in der 2. Halfte der Schwangerschaft)
eher zu Kurzzeitschaden wie z.B. Varietat von Molekulen inkl. Genexpression oder
Beeinflussung von Transportprozessen (25).

Verminderter  Sauerstofftransport resultiert  aus einer  verlangerten
Diffusionsstrecke durch vermehrte Kollagenbildung in Trophoblasten. Die Plazenta
reagiert auf diese Mangelversorgung mit einer OberflachenvergroRerung. Diese
Anpassungsreaktion erklart das postpartal grofere Plazentagewicht verglichen mit
normalen Schwangerschaften (23). In der Fruhschwangerschaft kommt es in der
anabolen Phase zum Aufbau von Fettspeichern durch Lipogenese. Das dient der
Vorbereitung fur die Bereitstellung von Nahrstoffen flr das schnelle Wachstum in
der Spatschwangerschaft. Durch die Insulinresistenz kommt es zur vermehrten
Lipolyse. Ein vermehrter Fluss von Fettsauren zur Leber und erhdhte TG flhren
zu vermehrter VLDL- und damit zur LDL-Bildung. Bei der Konzentration von HDL
gibt es keine Unterschiede zwischen normalen und diabetischen
Schwangerschaften.

Haufig geht ein Gestationsdiabetes auch mit einem erhdhten BMI einher.
AuRerdem kommt es beim Diabetes zu einem erhdhten oxidativen Stress, welcher
durch ein Ungleichgewicht zwischen freien Radikalen und antioxidativen
Protektoren charakterisiert ist (26). Ein Erkennen ist deshalb so wichtig, damit die

perinatale Morbiditat und Mortalitat gesenkt werden kann (27).
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Tabelle 1-1: White-Klassifikation des Gestationsdiabetes: Diese beriicksichtigt Manifestations-
zeitpunkt, Dauer sowie auftretende Spatkomplikationen

Typ Beschreibung

A Nichtinsulin-pflichtiger Diabetes

B Diabetes seit <10 Jahren oder Beginn ab 20. Lebensjahr

C Diabetes seit 10-19 Jahren oder Beginn ab 10.-19.
Lebensjahr

D Diabetes seit >20 Jahren oder Beginn vor 10_ Lebensjahr
oder benigne Retinopathie

F Diabetische Retinopathie

G Vemnehrt geburtshilfliche Misserfolge

H, R oder NR KHK, proliferative Retinopathie cder diabetische Nephro-
und Retinopathie

T Status post Nierentransplantation

Tabelle 1-2: Beurteilung eines oGTT mit 75 g Glukose anhand von Normwerten

Nuachtemn-
>100 mg/dl
Blutzucker GDM gilt als
bewiesen bei 2
Nach 1h >180 mg/dl )
pathologischen
Werten
Nach2 h >155 mg/d
Nuachtemn-
>90 mg/dl
Blutzucker Gestorte
Glukosetoleranz,
Nach1h >160 mg/dl
aber Werte im
Grenzbereich
Nach 2h >140 mg/dl
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1.5 Lipoproteine, Stoffwechsel und Apolipoproteine

Lipide (hauptsachlich Cholesterin und Cholesterinester (CE), Phospholipide,
Triglyceride (TG)), welche Uber die Nahrung aufgenommen werden, konnen auf
Grund ihres hydrophoben Charakters nicht im Blut transportiert werden. Deshalb
bedarf es spezieller Transportmolekule: den sogenannten Lipoproteinen (9).

Diese Partikel bestehen aus einem hydrophoben Kern (CE, TG), die Huille wird
aus hydrophileren Lipiden (unverestertes Cholesterin und Phospholipiden) und
Proteinen, den Apolipoproteinen (Apo A, B-100, B-48, C, E) gebildet. Diese haben
nicht nur die Funktion die Lipoproteine wasserloslicher zu machen, sie dienen
auch als Ligand fur Rezeptoren und Aktivatoren von Enzymen.

Die Klassifikation erfolgt nach der Dichte, wobei Chylomikronen die am wenigsten

dichten und die HDL-Partikel die dichtesten Lipoproteine sind.

- Chylomikronen

- Chylomikronen-Remnants

- VLDL (Very-Low-Density-Lipoprotein)
- LDL (Low-Density-Lipoprotein)

Dichte
- HDL ( High-Density-Lipoprotein)

In Tabelle 1-3 sind die wichtigsten Eigenschaften der einzelnen Lipoproteine und

deren Apolipoproteine dargestellt (28).

Die Chylomikronen transportieren vor allem die TG und andere Lipide aus der
Nahrung vom Darm uber das Lymphsystem zu den peripheren Zellen. In den dort
vorhandenen Blutgefallen (z.B. von Muskelzellen, Herz, Fettgewebe) befinden
sich Lipoproteinlipasen. Diese werden durch ApoClII aktiviert, wodurch sie die TG
hydrolysieren und die dabei entstehenden Fettsauren als Energie verwerten.
Nachdem die TG abgegeben wurden, wandern sie als Chylomikronen-Rest (engl.
Chylomikronen-Remnants) zur Leber, wo sie Uber ApoE an Rezeptoren binden
und endozytotisch aufgenommen werden. Als einziges der Lipoproteine besitzt es
den Apo-B48 als Apolipoprotein (24, 29).
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Besteht ein Uberangebot an Fettsduren in der Leber, sezerniert diese VLDL mit
ApoB-100, ApoC und ApoE. Aus den VLDL werden ebenfalls, wie bei den
Chylomikronen aus den TG Fettsduren gewonnen. Der Mechanismus erfolgt auch
hier Uber die Lipoproteinlipase, allerdings haben die Chylomikronen eine hohere
Affinitat zu diesem Enzym.

Je mehr TG entfernt werden, desto dichter werden die Partikel. Werden die VLDL-
Reste nicht von der Leber entfernt, entstehen zunachst kurzlebige IDL
(Intermediate- Density- Lipoproteine) und daraus dann LDL (24).

LDL sind besonders reich an Cholesterin und Cholesterinestern, welche zu den
peripheren Geweben transportiert werden. Das wichtigste Apolipoprotein ist das
Apo-B100, das als Ligand fur den LDL-Rezeptor fungiert. Die nicht mehr
bendtigten ApoC und E werden von HDL-Partikel aufgenommen.

Wahrend bisher nur diejenigen Lipoproteine besprochen wurden, welche die
Zellen mit Lipiden versorgen, geht es im Folgenden um das HDL, das fur den
reversen Cholesterintransport (RCT) zustandig ist.

Das Apoprotein ApoA1 wird von der Leber und vom Dinndarm synthetisiert.
Durch das ApoA1 kann HDL das Enzym Lecithin-Cholesterin-Acyltransferase
binden, welches Cholesterin verestert, das im Inneren des HDL-Partikels
gespeichert wird. Dadurch erhalt das zunachst scheibenféormige HDL seine
kugelige Form. Auf der einen Seite kann HDL Uber spezifische Rezeptoren (SR-
Bl; Cubillin, LRP-8) CE an bestimmte Zellen abgeben, auf der anderen Seite kann
delipidiertes HDL gespeichertes Cholesterin von den Zellen wieder aufnehmen
und zur Leber zurticktransportieren (RCT) (12, 28, 29).

Tabelle 1-3: Eigenschaften von Lipoproteinen und deren Apolipoproteine; TG=Triglyceride,
CE=Cholesterinester, C=freies Cholesterin, PL=Phospholipide, P=Protein
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1.6 Lipoproteinrezeptoren

1.6.1 Scavenger Rezeptor Klasse B Typ |

Abkurzung: SR-BI
Synonym: CLA1; CLA-1; SR-B1; CD36L1; MGC138242; SCARB1

SR-Bl ist ein transmembraner Oberflachenrezeptor, welcher der CD36
Superfamilie angehort und mit hoher Affinitat LDL und HDL bindet (30- 33).
Ursprunglich als Rezeptor fur modifiziertes LDL (ox-LDL) entdeckt, wurde im Laufe
der Zeit mehr und mehr deutlich, dass seine Hauptaufgabe in der selektiven
Aufnahme von Cholesterinestern (CE) aus HDL besteht (30, 32, 34).

Beim SR-Bl handelt es sich um ein Glykoprotein, der in vielen Organen des
Korpers in den Caveolae der Plasmamembran, eine spezielle Mikrodomane in der
Plasmamembran, die angereichert an Cholesterin, Sphingolipiden und Proteine
der Caveolin-Familie ist, exprimiert wird (31). SR-BI wird vor allem in der Leber
und steroidproduzierenden Organen, da diese einen erhdhten Cholesterinumsatz
haben, exprimiert. Weiters ist eine hohe SR-Bl-Expression im Plazentagewebe

und im DUnndarm festgestellt worden (32).

Outside

Inside

Cc

Abbildung 5: Schematische Abbildung des SR-BI (35)
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Das Protein besteht aus 509 Aminosauren und hat ein Gewicht von 82 kD.
Strukturell lasst sich der SR-Bl in 3 Teile unterteilen: Die 2 transmembranen
Bestandteile (28 und 25 Aminosauren (AS)) werden zum Zytoplasma hin durch
eine kurze Amino (8 AS) - und eine Carboxy (45 AS)-terminale Gruppe
abgeschlossen. Die grole extrazellulare Doméane (403 AS) weist einen
cysteinreichen Anteil mit vielen N-Glykosilierungen auf und bildet die Form eines
Hufeisens (Abbildung 5) (32, 35).

Neben HDL vermag SR-BI auch andere Lipoproteine (LDL, VLDL) und Liganden
(z.B. Albumin, AGEPs, apoptotische Zellen) zu binden, wobei die Effizienz fur die
LDL-Aufnahme deutlich geringer ist als die des LDL-Rezeptors (31, 36). Die
Fahigkeit von SR-BI, modifizierte Lipoproteine zu binden, wurde bereits erwahnt.
Allerdings ist der Mechanismus ein anderer. Wahrend beim CE-Uptake das HDL-
Partikel nicht in die Zelle aufgenommen wird (keine lysosomale Degradierung),
findet z.B. in Makrophagen eine Internalisierung und Degradierung des oxidierten
LDLs statt (32, 36).

Das predominante Apolipoprotein am HDL und damit wichtiges Bindungsprotein
zum Rezeptor ist das Apoprotein A1. Nach dem Binden des Lipoproteins kommt
es zum Lipidtransfer (2-Stufen Mechanismus) (31).

Bei der selektiven Lipidaufnahme vom HDL werden neben dem CE auch PL, TG
und nicht-verestertes Cholesterin an die Zelle abgegeben. Dabei kdnnen
hydrophobe Lipide weitaus einfacher transferiert werden (34). AulRerdem kénnen
Uber SR-BI fettldsliche Vitamine in die Zelle aufgenommen werden (Vitamin E), ein
essentielles Antioxidant, welches die Zellmembran schutzt. Der selektive CE-
Uptake von HDL spielt besonders in steroidproduzierenden Zellen eine wichtige
physiologische Rolle (37).

Eine weitere wichtige Funktion ist der Efflux von Cholesterin aus den Zellen in die
extrazellulare Flussigkeit mit anschlieRendem Transport zur Leber. Das ist die
initiale Phase des Reversen Cholesterintransportes (RCT) (34). Wieder sind die
Caveolae, an denen der SR-Bl vermehrt exprimiert wird, beteiligt und die
Expression des Rezeptors korreliert mit dem Efflux von nicht-verestertem
Cholesterin. Vermutlich wird das Cholesterin Uiber einen Konzentrationsgradienten
aus der Zelle gebracht.

In der Leber wird das HDL-Cholesterin entweder zur Synthese von Gallensauren

verwendet oder es werden neue Lipoproteine gebildet. Durch die CE-Aufnahme
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werden etwa 60-80 Prozent des HDL-Cholesterins entfernt. Eine Uberexpression
des SR-BI fuhrt zu einer Senkung des Plasma HDL und zu einer Steigerung des
Cholesterins in der Galle. Das hat einen suppressiven Effekt auf die Bildung von
Atherosklerose zur Folge, da der RCT angekurbelt wird. Ein Verlust der Funktion
des SR-BI hat einen negativen Effekt auf die kardiovaskulare Physiologie, da das
Plasma-HDL stark ansteigt (33, 37).

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass der SR-BI fur den bidirektionalen
Transfer von Cholesterin insbesondere in steroidogenen Organen verantwortlich
ist.

Die Regulation dieses Rezeptors kann auf verschiedenen Ebenen stattfinden.
Diatetisch betrachtet stimulieren mehrfach ungesattigte Fettsauren die SR-BI -
Expression, wahrend es bei Myristinsduren zu einer Reduktion kommt.
Posttranskriptional wird die Expression Uber ein |dsliches, aus mehreren PDZ-
Domanen bestehendes Protein reguliert. Das PDZK1 (auch CLAMP genannt) sitzt
am C-terminalen Ende des SR-Bl und kontrolliert die Stabilitat und Aktivitat des
SR-BI (37). Dieser Regulationsmechanismus ist aber spezifisch fur die Leber und
die epithelialen Zellen des Dunndarms. In Organen der Steroidbildung wirken
Hormone als Regulator (Adrenocorticotropes Hormon; hCG und Ostrogen).

In der humanen Plazenta finden wir ebenfalls eine starke SR-BI -Expression in
den unterschiedlichen Zellpopulationen. Es wurde SR-Bl-Protein in
Syncytiotrophoblasten sowohl auf mutterlicher als auch fetaler Seite gefunden
(36). Allerdings gibt es unterschiedliche Meinungen uber die Wichtigkeit der Rolle
von SR-Bl. Wahrend Wadsack et al. 2003 (36) in der SR-BI Expression eine grol3e
Rolle in der Cholesterinversorgung sieht, behaupten Ethier-Chiassion et al. 2007
(38), dass es keine Korrelation zwischen HDL und SR-BI gibt und damit die Rolle
als minimal angesehen werden kann.

Allerdings ist SR-BI wichtig fir die Reproduktion, wie eine Studie durch infertile
SR-BI Knock-Out Mause zeigte (31). Zwar wird die zyklische Steroidproduktion
nicht beeintrachtigt, aber es beeinflusst die Méglichkeit das fetale Wachstum und
die Produktion von erhohten Steroidkonzentrationen aufrechtzuerhalten, was flr
die Schwangerschaft von elementarer Bedeutung ist (33, 37).

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass SR-Bl eine Schlusselrolle im

selektiven Cholesterintransport, in der Kontrolle der Plasmacholesterinlevel, der
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Cholesterinkonzentration in der Galle, dem RCT und der Verwendung des

Cholesterins durch die Zellen spielt.

1.6.2 Lektin-like oxidized Low-Densitiy-Lipoprotein Rezeptor

Abkurzung: LOX-1
Synonym: LOXIN; SLOX1; CLEC8A; SCARE1; OLR1

LOX-1 wurde erstmals 1997 durch Sawamura et al. beschrieben (30) und erstmals
in Endothelzellen der Rinderaorta und der menschlichen Lunge (40)
nachgewiesen. Als Typ-Il Membran-Glykoprotein gehort LOX-1 der C-Typ Lectin

Superfamilie, abstammend von der NK-Zellrezeptorfamilie, an.

CID TM NECK CTLD

| 34 6l 143 270
Abbildung 6: Schematische Darstellung der Struktur des LOX-1 (41)

LOX-1 (Molekulargewicht: 47 kD) entsteht aus pre-LOX-1 durch Glykosilierungen
und besteht aus einem kurzen N-terminalen zytoplasmatischen und einem C-
terminalem extrazellularen Ende (Abbildung 6). Die Hauptaufgabe dieses
Rezeptors ist die Bindung, die Aufnahme und der anschlieliende Abbau von ox-
LDL. AuRerdem bindet es noch acetyliertes LDL (ac-LDL), jedoch kein natives
LDL (42).

Ox-LDL entsteht durch Oxidation von LDL. Dabei kommt es zur Fragmentierung
und Modifikation, sodass die Lipide negativ geladen werden. Dies ist eine wichtige
Voraussetzung fiur die Ligandenerkennung von LOX-1 (30). Hauptligand scheint
das durch Oxidation modifizierte Apo B-100 zu sein. Freie Sauerstoffradikale,
durch oxidativen Stress generiert, greifen Lipoproteine oder mehrfach ungesattigte
Fettsauren an, wodurch ox-LDL als Hauptprodukt entsteht.

LOX-1 wird hauptsachlich in Endothelzellen exprimiert und kann durch
verschiedene Faktoren induziert werden (Angiotensin-Il, TNF-alpha, advanced
glycation end products und ox-LDL) (40). Aulterdem wird LOX-1 in Makrophagen,
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GefalRmuskelzellen und Chondrozyten gebildet. LOX-1 wird in verschiedensten
Geweben exprimiert, aber in der humanen Plazenta ist die Expression am
hochsten. Das dient vermutlich dem Schutz des Feten und der Plazenta vor dem
toxischen Effekt des ox-LDL.

Durch die Aktivierung dieses Scavenger-Rezeptors kommt es zu einer
Hochregulation von Adhasionsmolekulen (MCP-1, ICAM-1 und VCAM-1), zu einer
Freisetzung von Superoxidanionen und einer verminderten Ausschittung von
Stickstoffmonoxid (NO), was den zellularen Ablaufen bei einer endothelialen
Dysfunktion entspricht (30).

In gesundem Gewebe ist der LOX-1 basal gering exprimiert, dagegen findet man
in atherosklerotischen Lasionen, bei arterieller Hypertension, Diabetes oder
Hyperlipidamie eine erhdohte Expression. Die erhdhte Konzentration an LOX-1 in
der Plazenta wird durch die vermehrte metabolische Aktivitat, sowie der
verminderten Clearance von ox-LDL durch Antioxidantien erklart. AuRerdem
korreliert ein hoher Body Mass Index (BMI) mit der Expression dieses Rezeptors
(42).

19



1.6.3 Low-Densitiy-Lipoprotein Rezeptor

Abkurzung: LDLR
Synonym: FH, FH, LDLCQ2

LDLR gehort zur Familie der Low-Densitiy-Lipoprotein Rezeptor Gene. Er wurde
von Goldstein und Brown 1974 in humanen Fibroblasten der Haut entdeckt (43).
Der Rezeptor ist ein aus 839 Aminosauren bestehendes transmembranes
Glykoprotein und  wird als Vorlauferprotein im rauen Endoplasmatischen
Retikulum synthetisiert und danach posttranslatorisch modifiziert bis er als ,coated
pits“ zur Zelloberflache gelangt. LDLR lasst sich in 5 funktionelle Abschnitte
unterteilen (Abbildung 7).

Ligand Binding Type Repeat
Alternate splicing

EGF Repeat

YWTD B-propeller

O-Linked Sugar Domain

Transmembrane Domain

+ G B oo

NPxY motif

LDLR

COOH

Abbildung 7: Schematischer Aufbau des LDLR (44)

LDLR wird ubiquitar exprimiert mit hoher Expression in der Leber, Uber die ca.
70% des zirkulierenden Plasma-LDLs verstoffwechselt werden.

Der Hauptligand des LDLR ist das LDL mit seinen Proteinkomponenten Apo B-100
und ApoE. Diese beiden Proteine binden an den Rezeptor und bilden einen
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Liganden-Rezeptorkomplex, der, von einem Clathringertist umgeben, in die Zelle
aufgenommen wird (Endozytose). Nachdem das Gerust entfernt wurde, fusioniert
der Komplex mit einem Endosom. Durch Anderung des ph-Wertes |8st sich der
Rezeptor vom LDL (Dissoziation). Wahrend der Rezeptor recycelt wird und zur
Zelloberflache zuruckkehrt, man spricht von .rezeptorabhangiger
Reinternalisierung®, kann das LDL im Lysosom weiter verarbeitet werden
(Abbildung 8) (45). ApoB-100 wird abgebaut und der CE wird in freie Fettsauren
und Cholesterin gespalten. Das freie Cholesterin bewirkt zum einen die
Aktivierung der Acetyl-CoA-Acetyltransferase (ACAT), damit das Cholesterin
wieder verestert und im Zytosol gespeichert werden kann. Zum anderen hemmt es
die Neusynthese von Cholesterin, indem es die Bindung von SREBP verhindert
und damit die Transkriptionsrate der HMG-CoA-Reduktase und des LDLR
reduziert (negative Ruckkopplung). Weitere Regulationsmechanismen finden Gber
Zytokine, Wachstumsfaktoren, Insulin und andere Hormone (z.B.: Ostrogene) statt
(46).

LDL RECEPTOR PATHWAY

@

Cholestery|

Membranes

Steroid Hormones
Qi
2| Cholestero] Bile Acids

Lipoproteins
Regulatory Aclions

AT Amina
' Acids

Binding Endocytosis Receptor Lysosomal Functions of
Recycling  Degradation Cholesterol

Abbildung 8: Funktion des LDLR (45)

Es sind zahlreiche Mutationen im Gen (Chromosom 19) des LDLR bekannt, unter
anderem die autosomal dominant vererbte familiare Hypercholesterinamie.

In der Plazenta nimmt der LDLR eine wichtige Funktion ein. Bei niedrigen
maternalen LDL-Plasmaleveln wird der Rezeptor hochreguliert, um eine
ausreichende Versorgung mit Cholesterin zu gewahrleisten. Dagegen scheint der

LDLR vermindert exprimiert zu werden, wenn im mutterlichen Plasma sehr hohe
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Spiegel an Cholesterin, LDL oder Apo-B100 vorliegen. Das bedeutet, dass der
LDLR indirekt proportional zum Plasmacholesterin reguliert ist. Das erklart auch,
warum bei Hypercholesterinamie der Mutter die LDL-Cholesterinkonzentration in
der fetalen Zirkulation weitgehend unbeeintrachtigt bleibt. Der LDLR spielt also
eine wichtige Rolle in der Kontrolle des Cholesteringleichgewichtes (39).

Eine Studie von Furuhashi et al. zeigte, dass der LDL-Rezeptor in den ersten 2
Trimestern auf Trophoblasten am starksten exprimiert wird, um eine ausreichende

Cholesterinversorgung fur das Zellwachstum zu garantieren (48).

1.6.4 Low- Density- Lipoprotein Rezeptor related Protein 8

Abkurzung: LRP-8
Synonym: MCI1; APOER2; HSZ75190

LRP-8 wird vom gleichnamigen Gen, welches auf dem Chromosom 1 lokalisiert
ist, codiert. Erstmals beschrieben wurde es von Kim et al. im Jahre 1996.

LRP-8 gehdrt zur Familie der LDL-Rezeptoren und ist strukturell sehr verwandt mit
den LDL- und den VLDL-Rezeptoren. Die aminoterminale Bindestelle fir Liganden
besteht aus Cystein reichen Wiederholungen, einer epidermalen Wachstumsfaktor
(EGF) Domane, einer O-gebundenen Zuckerdomane, einem transmembranen und
einem cytoplasmatischen Anteil (Abbildung 9) (49). Diese funf Domanen bestehen

aus insgesamt 963 Aminosauren (50).

LOLR ApoER2 VLDLR

b, M,
Hn : M

Abbildung 9: Der LRP-8 im Vergleich zum LDLR und VLDLR

Hauptsachlich wird LRP-8 im Gehirn und in der Plazenta exprimiert, in Herz,

Lunge, Leber, Skelettmuskel, Niere und Pankreas konnte keine mRNA
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nachgewiesen werden. Der Rezeptor hat eine hohe Affinitat zu R-VLDL. Das
Apolipoprotein E wird vom LRP-8 erkannt. Somit kénnen VLDL, HDL und
Chylomikronen via Clathrin umhdllten ,coated pits® in die Zelle aufgenommen
werden. Im Gegensatz zum VLDLR ist er unabhangig vom ApoE in Bezug auf die
Lipoproteinbindung (51).

Neben der Aufnahme von Lipoproteinen spielt LRP-8 eine Rolle in der
Selenaufnahme von Zellen (52), sowie in der Signaltransduktion. Dabei fungiert er
zusammen mit dem VLDLR und dem Signalmoleklul Reelin als Rezeptor und
nimmt eine besondere Stellung durch neuronale Migration in der Entwicklung des
Gehirns  ein.  AufRerdem konnte LRP-8 eine Wirkung auf die
Thrombozytenaggregation haben (53).

Bei Feten mit SLOS und gleichzeitigem Defekt im LRP-8-Gen liegt eine schwerere
Form des SLOS vor als bei Feten mit intaktem LRP-8-Gen. Zwar ist LDL nicht
sehr affin zu LRP-8, aber dieser Rezeptor kdnnte eine besondere Rolle beim LDL-
Transport von der matterlichen zur fetalen Zirkulation bei Feten mit einer Stérung

der endogenen Cholesterinproduktion (z.B. SLOS) spielen (11).
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1.7 Referenzgene

Referenzgene  werden  auch als  ,Housekeeping-Gene“ oder als
.,Normalisierungsgene“ bezeichnet. Die Genprodukte, meist Enzyme z.B. im
Glukosestoffwechsel, werden in konstanter Anzahl bzw. Haufigkeit und
unabhangig von auReren Einflissen transkribiert, da sie Bestandteile vom
Energiestoffwechsel sind und deshalb standig bereitgestellt werden muissen
(konstitutiv exprimierte Gene). Im menschlichen Genom finden wir um die 10.000
.,Housekeeping“-Gene.
Um in Studien Aussagen Uber die Expression von Genen zu treffen, muss zuvor
die Expressionsmenge in gesundem Gewebe ermittelt werden. Das ist die
Voraussetzung fur die Analyse und Interpretation von Genprofilen in
pathologischen Geweben.
Die Real-Time-PCR-Technik (RT-PCR) ermdglicht die Erkennung von DNA-
Amplifikationsraten. Diese Art der Erkennung von Gentranskriptionsprodukten ist
schnell und prazise.
Der grofite Problemfaktor bei der RT-PCR liegt in der Variabilitat der DNA-Mengen
zwischen den einzelnen Proben. Die Ursache ist in der Vorbereitungsphase zu
finden: Ungenauigkeiten in der RNA-Isolation und der cDNA-Synthese kdnnen
gewisse Unterschiede hervorrufen. Um diese Unterschiede auszugleichen,
bendtigt man Referenzgene. Mit diesen Referenzgenen werden die
Probenvariationen ausgeglichen und die zu untersuchenden Gene normalisiert.
Wie oben schon beschrieben, muss das Referenzgen folgende Voraussetzungen
erflllen: stabile und unregulierte Expression (54-55).
In dieser Studie wurden die folgenden 3 Gene zur Normalisierung verwendet:

> L30

» VWF

» CD34
Vorweg ist anzumerken, dass es sich nur bei L30 um ein Housekeeping-Gen im

eigentlichen Sinne handelt. Die anderen beiden Gene sind Endothelzellmarker.
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1.7.1 Ribosomales Protein L30

Abkurzung: RPL30
Synonym: L30

Das ,Ribosomales Protein L30“Gen codiert Proteine, welche wichtige
Bestandteile von Ribosomen sind. Ribosomen bestehen in Eukaryonten aus einer
kleinen 40S und einer groferen 60S Untereinheit. Diese nehmen eine zentrale
Stellung in der Proteinbiosynthese ein, indem sie die mRNA in ein Protein von
bestimmter Aminosauresequenz umwandeln. Flir die Synthese eines solchen
Ribosoms werden vier RNA-Molekule und 80 verschiedene Proteine gebraucht.
An der Produktion von ribosomalen Proteinen ist die RNA-Polymerase |l beteiligt
(56).

Das RLP-30 codiert ein Protein, das zur L30E Familie der ribosomalen Proteine
gehdrt und einen Teil der 60S-Untereinheit bildet. Es hat eine Grofle von 3824 bp
und eine ,,coding sequence” von 348 bp.

Welche Folgen eine Mutation in diesem Gen flr den Menschen hat, ist noch nicht
ausreichend erforscht. Allerdings kann man aus Studien an der Fruchtfliege

Drosophila Melanogaster auf mdgliche Folgen schlielien (57).

1.7.2 Von Willebrandt-Faktor

Abkurzung: VWF
Synonym: VWD, F8VWF

Der von Willebrandt-Faktor (VWF) ist ein Glykoprotein im Blut, welches seine
Hauptaufgabe in der primaren Hamostase (Blutstillung) hat. Die Bildung findet in
Endothelzellen, Makrophagen oder Thrombozyten statt (58-60). Bei einer
Gefalverletzung liegen subendothelial Kollagenfasern frei. Dadurch wird der VWF
aus dem Endothel freigesetzt und bewirkt, dass sich Thrombozyten an diese Stelle
anlagern kénnen. AulRerdem vernetzt der vVWF die Thrombozyten untereinander,
sodass sich ein Thrombozytenpfropf ausbilden kann. Dariber hinaus kommt dem
vVWF auch eine Bedeutung in der plasmatischen Gerinnung (sekundare
Hamostase) zu, da er zusatzlich den Faktor VIII bindet (8).

Eine Mutation im vVWF-Gen flhrt zum von-Willebrandt-Jirgens-Syndrom. Dabei

kommt es durch Fehler in der Thrombozytenadhasion und in der plasmatischen
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Gerinnung zu Blutungsstorungen. Je nach Typ (I-ll) liegt eine verminderte
Aktivitat oder ein kompletter Funktionsverlust vor (61).

Da der vVWF aufgrund seiner Herkunft als endothelspezifisch beschrieben ist, wird
er in dieser Studie als Referenzgen und Marker zur Normalisierung der zuvor

beschriebenen Lipoproteinrezeptoren herangezogen (62).

1.7.3 Cluster of Differentiation Molecule 34
Abkurzung: CD34

Synonym: nicht bekannt

Dieses Gen codiert fur ein transmembranes Glykoprotein, dessen Funktion bisher
nicht ausreichend erforscht wurde. Das 105-115 kD schwere Oberflachenantigen
findet sich auf hamatopoetischen Vorlauferzellen, auf Endothelzellen von kleinen
GefalRen verschiedener Gewebearten sowie auf embryotischen Fibroblasten.
Dadurch wird vermutet, dass es als Adhasionsmolekdl zur Bindung von

Stammzellen fungiert und so als Stammzellmarker verwendet wird (63-65).
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2 Hypothese und Fragestellungen

Eine normale fetale Entwicklung wahrend der Schwangerschaft und die Synthese
von Steroidhormonen erfordert eine ausreichende Versorgung des Feten mit
Cholesterin. Dieser Bedarf kann im Wesentlichen durch 2 Mechanismen

abgedeckt werden:

1) Durch die endogene Cholesterinbiosynthese des Feten und
2) mittels mutterlicher Versorgung von Cholesterin Uber den transplazentaren

Transfer.

Die relativen Beitrage der beiden Mechanismen sind noch nicht geklart, in der
Literatur wird ein bis zu 40%iger mutterlicher Cholesterinanteil beschrieben.
Die Relevanz und Funktion dieser Mechanismen werden deutlich, bei Feten,
welche nicht in der Lage sind endogen Cholesterin zu synthetisieren sind (SLOS-
Krankheit) und trotzdem —wenn auch mit schweren Missbildungen- Uberleben,
hochstwahrscheinlich durch den Cholesterintransport von der Mutter. DarlUber
hinaus sind Schwangerschaftskomplikationen, wie z.B. der GDM, sehr oft mit einer
Dyslipoproteinamie verbunden, assoziiert mit Veranderungen im Wachstum des
Ungeborenen. Daher liegt der Fokus dieser Arbeit in der Untersuchung der
wichtigsten Lipoproteinrezeptoren an der humanen Plazentabarriere, welche
moglicherweise den Transport des Cholesterins beeinflussen.
Die Arbeitshypothese lautet daher:
Aufgrund der Veranderung im  Lipoproteinprofii der Mutter beim
Schwangerschaftsdiabetes im Vergleich zu gesunden Schwangerschaften ist das
Expressionsmuster der wichtigsten fetalen Lipoproteinrezeptoren (SR-BI, LOX-1,
LDLR und LRP-8) in den Plazentagefalien verandert, um den Feten vor einer
moglichen Uberversorgung mit Cholesterin zu schitzen.
Daraus ergeben sich folgende Fragestellungen:

1) Sind die vier ausgewahlten Rezeptoren zwischen Arterie und Vene

innerhalb einer gesunden Plazenta unterschiedlich exprimiert?
2) Ist ein signifikanter Unterschied in der Expression der Rezeptoren in den
Gefallen bei Schwangerschaftsdiabetes festzustellen?
3) Beeinflusst die Pathologie das Expressionsmuster der Lipoprotein-

rezeptoren zwischen Arterien und Venen innerhalb einer Plazenta?
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3 Material und Methoden

3.1 Material

Unmittelbar nach der Geburt der Plazenta (spontane Geburt und nach primarer
Sectio) wurde das Amnion entfernt und es wurden je 3 Arterien und 3 Venen aus
der Chorionplatte prapariert. Die Gefalke wurden von umliegendem Gewebe
befreit, in PBS gewaschen und jedes Gefal3stuck (ca. 1-2 cm) in 1ml TRI-Reagent

bei -80°C bis zur weiteren Verarbeitung aufbewahrt.

Abbildung 10: Chorionplatte und Gefaliverlauf der Plazenta

Die Praparation der Gefale erfolgte ohne Systematik beziglich Lokalisation
innerhalb der Plazenta bzw. Lokalisation von Venen und Arterien zueinander. Es
wurden je 10 gesunde und je 10 GDM Plazenten untersucht (Abbildung 10).
Kriterien: Fur die Kontrollgruppe wurden Plazenten von gesunden Mduttern ohne
schwangerschaftsspezifische Komplikationen ausgewahlt. Die GDM-Gruppe
bestand aus Muttern mit einem diagnostizierten White A/B- Diabetes mellitus.
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3.2 RNA-Isolierung

Die Plazentaproben wurden auf Eis aufgetaut und mit dem Ultra Turrax®
homogenisiert (Abbildung 11). Die RNA-Isolierung wurde aufgrund der leicht
flichtigen und toxischen Wirkung des TRI-Reagent im Abzug durchgeflhrt. Es

wurde auf Eis gearbeitet.

Abbildung 11: Versuchsaufbau zur Homogenisierung der Proben

Zu jeder Probe wurden 100ul Bromochloropropane (BCP) hinzugeben. Durch
mehrmaliges Schwenken wurde alles gut vermischt, anschlielend bei
Raumtemperatur 15 Minuten lang inkubiert und danach bei 12000g und 4°C flr 15
Minuten zentrifugiert. Dadurch kam es zu einer Phasentrennung: obere Phase
(wassrige Phase) enthielt die RNA, in der mittleren Phase (Interphase) war die
DNA und die untere organische Phase enthielt Proteine.

Die wassrige Phase wurde in ein neues Eppendorf-Gefaly dberfuhrt, 500l
Isopropanol zugesetzt und einige Male geschwenkt. Nach weiteren 10 Minuten
Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Proben bei 2000g und 4°C
zentrifugiert.
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Abbildung 12: Pellet (RNA) am Boden eines Eppendorfgefalles (66)

Die ausgefallte RNA wurde als Pellet (Abbildung 12) am Boden des
EppendorfgefaRes sichtbar. Der Uberstand wurde abpipettiert und das Pellet mit
500ul eiskaltem 70%igem Ethanol (-20°C) gewaschen. Danach erfolgte eine letzte
Zentrifugation (5 Minuten, 7500g und 4°C). Der Uberstand wurde méglichst
vorsichtig abgehoben und anschlieBend wurden die Proben 2-3 Minuten
luftgetrocknet. Je nach GrolRe der erhaltenden Pellets wurde es in 30-100ul
RNAse freiem Wasser geldst und in einem Heizblock fur 10 Minuten bei 50°C und
400rpm geschiittelt. Zur Uberpriifung der Reinheit und der Menge wurden die
Proben nun im Eppendorf Biophotometer in einer 1:50 Verdlinnung vermessen.
Die isolierte RNA wurde bei -80°C aufbewabhrt.

3.3 cDNA-Synthese
Die cDNA-Synthese kann in 3 Schritte unterteilt werden. Von jeder Probe (A1-V3)

wurden 2ug RNA in cDNA umgeschrieben. Dazu wurden zuvor die
Konzentrationen aller Proben nochmals bestimmt (s.0.). AuBerdem wurde aus
jeder Plazentaprobe zusatzlich eine genomische Kontrolle erstellt, d.h. dass bei
der cDNA-Synthese kein Enzym (Superscript Il) verwendet wird, wobei alle

anderen Schritte gleich bleiben.

= Schritt 1:
2ul RNA wurden mit RNAse freiem Wasser auf ein Gesamtvolumen von 20ul
gebracht. Danach wurde ein Mastermix |, bestehend aus 2ul Random Hexamer
Primer (0,2ug/ml) (Fermentas, Germany) und 2ul dNTP-Mix (100mM) (Qiagen
Hilden, Germany), hinzugefigt. Dieses Reaktionsgemisch wurde fir 5 Minuten bei
65°C inkubiert und auf Eis gestellt.
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= Schritt 2:
Fir jede Probe wurde ein Mastermix Il aus 8ul 5x First-Strand Buffer (Invitrogen,
CA, USA), 4ul DTT (0.1M) (Invitrogen, CA, USA), und 2pl RNAse Out (Invitogren,
CA, USA) (40U/pl) hergestellt. Die 14pl wurden nun jeder Probe zugefuhrt, sodass
wir ein Gesamtvolumen von 38yl erhielten. Das Reaktionsgemisch wurde bei
25°C far 2 Minuten inkubiert.

= Schritt 3:

Zu jeder Probe wurden 2ul Superscript II RT (200U/ul) (Invitrogen, CA, USA)
pipettiert mit Ausnahme der genomischen Kontrolle, welcher 2ul RNAse freies
Wasser zugesetzt wurde, um mogliche DNA-Kontaminationen zu detektieren. Die
cDNA wurde mit folgendem Programm synthetisiert. 25°C far 10 Minuten; 42°C flr
50 Minuten und 70°Cfir 15 Minuten. Nach vollendeter Synthese wurde jeder
Probe noch 160ul RNase freies H,0 zugesetzt, um eine cDNA-Konzentration von
10ng/ul zu erhalten.

Die cDNA konnte direkt fur die RT-PCR verwendet werden oder zur Lagerung

wieder tiefgefroren werden (-80°C).

3.4 RNA-Gele

Ob die RNA degradiert oder mit DNA kontaminiert ist, wurde mittels
Gelelektrophorese festgestellt. Wahrend die RNA auf Eis stand und auftaute,
wurde das Gel fUr die Elektrophorese gegossen. Dazu wurden 75g Biozym LE
Argarose mit 50ml Tris-Acetat-EDTA (TAE)-(1x) Puffer vermischt, aufgeschmolzen
und nach Zusatz von 3ul Ethidiumbromid in die daflir vorgesehende Kammer
gegossen. In der Zeit, in der das Gel auspolymerisierte, wurden die Proben
vorbereitet: 4ul RNA (100ng/ul) wurden mit 4ul Loading Dye (6x) vermischt. Um
spater die einzelnen Proben zu applizieren, wurde ein Kamm mit 8 Kammern

verwendet.
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Abbildung 13: Intakte (links) und degradierte RNA (rechts)

Nach dem Ausharten des Gels wurde es mit TAE-(1x) Puffer Uberschichtet, 8ul
Probe aufgetragen und bei 100V fur 20 Minuten das elektrische Feld angelegt.
Durch den Zusatz von Ethidiumbromid, welches in RNA und DNA interkaliert,
konnten die einzelnen Banden im UV-Licht sichtbar gemacht und fotographiert
werden. Anhand des Bildes konnte nun gezeigt werden, ob die RNA intakt oder
degradiert war. Abbildung 13 zeigt degradierte bzw. intakte RNA nach der

Gelelektrophorese.

3.5 Real Time-PCR

3.5.1 Pooling der cDNA

Zur Erstellung einer Kalibrationskurve wurden cDNA-Proben (10ul) aus gesunden
und pathologischen Arterien und Venen (A1+A2, V1+V2) gepoolt. Die
Ausgangskonzentration betrug 50ng/ul, welche im Anschluss dann in 1:5
Verdlinnungsschritten auf eine 96-well-Platte aufgetragen wurden. Fur die
Erstellung der ,non template control“ wurde anstelle von einer Probe RNAse freies
Wasser verwendet.

Mit Hilfe der Konzentrationskurven wurden die TagMan®-Assays auf ihre Funktion
Uberpruft. Anhand dieser Kurven kénnte die cDNA-Konzentrationen der einzelnen

Gene berechnet werden.

3.5.2 TagMan®-Technologie und Durchfiihrung

Mit dieser Methode kann man neben der Vervielfaltigung von Nukleinsauren auch
deren Quantifizierung messen. Es handelt sich um eine relative Quantifizierung,
da nur Veranderungen in einer Genexpression im Vergleich zu Referenzgenen
determiniert werden kann. Es wurde die TagMan®-Technologie verwendet, bei der
mittels Fluoreszenztechnik die Amplifikationsrate gemessen werden kann. Am 3'-
Ende der TagMan®-Sonde sitzt der Quencher, am 5-Ende der Reporter. Der
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Quencher hemmt die Aktivitat des Reporters. Weiters werden ein genspezifischer
Primer und eine Taqg-Polymerase bendtigt. Letztere baut durch ihre
Endonukleaseaktivitat das 5'-Ende der Sonde ab und entldsst so den
Reporterfarbstoff, der nicht mehr durch den Quencher unterdrickt wird und nun

gemessen werden kann (Abbildung14) (67).

L]
Reparter and quanchermarked
prabe

[T 7
L LT T T

Taq palymerase

| L w- [ | L o _L_ 1 Y
l L] -ﬂT—
Target DNA [double stranded) Target DNA strand with \_;
hybfidized probe

Relsasad reparter 2

fuaraphere .

Abbildung 14: Die 3 wichtigsten Schritte der TaqMan®—TechnoIogie (68)

Nach den Standardprotokollen der Firma Applied Biosystems wurden die Proben
fur die RT-PCR vorbereitet. Eine Probe enthalt neben 16 ul cDNA (10ng/pl) 40l
TagMan® master mix (Applied Biosystems, Foster City, CA, US), 20l dest H,0
and 4ul vom Gene Expression Assay (Applied Biosystems, Foster City, CA, US).
Da die Proben jeweils in Triplikaten (technische Replikate) laufen, wurde die
Gesamtmenge von 80 ul auf 3 Wells aufgeteilt, sodass ein Well 25 ul enthielt. Auf
eine 96-Well Reaktion Plate passten dadurch 4 Plazentaproben (z.B. A1-V3 von
Kontrolle 4, 8, 10, 18). Desweiteren wurden eine ,non template control“ (H20),
eine Plazentagewebeprobe und eine genomische Kontrolle aufgetragen, um DNA-
Verunreinigungen zu entdecken. Fir die Realtime-PCR wurden folgende Gene

Expression Assays verwendet:

SR-BI: Hs00194092_m1
LDLR: Hs00181192_m1
LRP-8 Hs00182998_m1
LOX-1: Hs00234028_m1
L30: Hs00265497_m1

VWF: Hs00169795_m1

CD34: Hs02576490_m1

YV V. V V V V V
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Fur den RT-PCR-Zyklus wurden am Thermocycler AB7900 Syllabus folgende

Parameter eingestellt:

» Phase 1: 50°C fur 2 Minuten

» Phase 2: 95°C fur 10 Minuten

» Phase 3: 40 Wiederholungen bei 95°C fur 15 Sekunden und dann 60°C fur
1 Minute

3.6 Auswertung

Nach Durchlauf der RT-PCR erhalt man sogenannte CT-Werte (Threshold cycle).
Dieser Wert bestimmt den Zeitpunkt bzw. Zyklus bei dem die Reporterfluoreszenz
die Quencherfluoreszenz Ubersteigt.

Diese CT-Werte ermdglichen nun durch folgende weitere Formeln eine

Auswertung der Daten und die Berechnung der relativen Genexpression:

> ACT = CTZie| - CTref
» AACT = ACTzie1- ACTkontrolle
> Foldchange (Ratio) = 24T

Bei CT-Werten handelt es sich um Messergebnisse, die wiedergeben, wieviele
Zyklen gefahren werden mussten, um eine bestimmte Menge eines Gens zu
erhalten. Je hoher also die CT-Werte waren, desto geringer war die Menge des
Gens.

Die ACT-Werte geben nun die Zyklusdifferenz zwischen dem zu untersuchenden
Gen und dem Referenzgen an und wurden dafir verwendet, um zu Gberprifen, ob
die Ergebnisse dem Zufall unterliegen oder ob es einen signifikanten Unterschied
gibt. AACT-Werte stellen die Differenz von ACT- Werten einer Zielgruppe (z. B.
GDM) und einer Kontrollgruppe dar. Um diesen Wert anschaulicher darzustellen,
wird daraus ein Foldchange-Wert (2°°T) errechnet. Ein Foldchange-Wert > 1
bedeutet eine Hochregulation des untersuchten Gens und ein Foldchange-Wert <
1 ein herunter reguliertes Gen im Verhaltnis zur vergleichenden Gruppe.

Mittels SPSS wurde eine Varianzanalyse als Screening durchgefiihrt. Allerdings
konnten hier nur der Unterschied zwischen Arterie und Vene unabhangig von der
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Pathologie bzw. zwischen Kontrolle und Pathologie unabhangig von der GefaRart,
als auch auf Wechselwirkungen (Abhangigkeiten) zwischen den beiden Gruppen
untersucht werden.

Deshalb wurde bei der Analyse der einzelnen Lipoproteinrezeptoren gegen die
Normierungen (siehe 4.3.3) ein einfacher t-Test bzw. Mann-Whitney-Rang-
Summen-Test (falls die Daten nicht normalverteilt waren) zur genaueren Prufung
von Abhangigkeiten zwischen den Gruppen durchgefuhrt.

Die Darstellung der ACT-Werte in den Boxplots dient in dieser Arbeit lediglich
einer Veranschaulichung der Streuung der Werte (Standardabweichung) sowie
der Ausreil’er. Es gilt zu beachten, dass ein niedriger ACt-Wert eine erhohte
Genexpression bedeutet und umgekehrt. Aul’erdem wird so das Verhaltnis

zwischen den zu untersuchenden Gruppen deutlicher.
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 Klinische Parameter der Mutter und der Neugeborenen

Bei der Kontrollgruppe (n=10) handelte es sich um Plazenten von gesunden
Muttern, d.h. bei diesen Muttern wurden keine Pathologien wahrend der
Schwangerschaft diagnostiziert. In der GDM- Gruppe (n=10) wurden Plazenten
verwendet, bei denen wahrend der Schwangerschaft ein Gestationsdiabetes vom
Typ White A/B (White-Klassifikation siehe Gestationsdiabetes) diagnostiziert
wurde.

In Tabelle 4-1 und 4-2 sind klinische Daten von Mutter und Neugeborenen
dargestellt. Leider waren diese Daten nicht vollstdndig und konnten auch im
Nachhinein nur mehr zum Teil rekonstruiert werden. Von Seiten der Mutter wurden
die KorpergroRe, Schwangerschaftswoche, sowie das Korpergewicht vor der
Entbindung und vor der Schwangerschaft ermittelt (Tabelle 4-1). Von Seiten des
Neugeborenen sind das Plazentagewicht, Kdrpergewicht, Koérpergrofle und
Geschlecht des Neugeborenen, Art der Geburt (spontan oder Sectio) sowie pH-
Werte aus Nabelschnurarterie und —vene aufgelistet (Tabelle 4-2). In den Tabellen
sind nur jene Probanden dargestellt, bei denen die Werte vollstandig waren.
Unvollstandige Plazenten wurden bei der Darstellung der Parameter aus den
Tabellen gestrichen, bei der Analyse der Expression der Lipoproteinrezeptoren
aber nicht ausgeschlossen.

Bei der Analyse der Werte fiel auf, dass die Plazenten im Mittel in der GDM-
Gruppe ein héheres Gewicht hatten als in der Kontrollgruppe (640,3g+132,2 vs.
583,89+170,1). Uberraschenderweise hatten die Neugeborenen in der
Kontrollgruppe ein héheres Geburtsgewicht (3395,19+652,0 vs. 3192,99+618,1)
und waren grolker als in der GDM-Gruppe (50,2cm+2,8 vs. 49,4cm+2,8).
Allerdings konnte beim Vergleich dieser klinischen Parameter keine Signifikanz
nachgewiesen werden [Plazentagewicht p=0,446; Geburtsgewicht p=0,509 und
GeburtsgrofRe p=0,541]. Normalerweise ware durch den gesteigerten Lipidtransfer,
den uteroplazentaren Blutfluss und die GroRe der Plazenta eine Makrosomie des
Neugeborenen (2) in der GDM-Gruppe zu erwarten gewesen. Auf eine
Mangelversorgung durch eine verlangerte Diffusionsstrecke durch Kollagenbildung
(23) beim GDM reagiert die Plazenta mit einer Oberflachenvergréf3erung, was das
erhohte Gewicht der Plazenta in der GDM-Gruppe erklart hatte. Eine Erklarung flr
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einen fehlenden Unterschied zwischen GDM- und Kontroligruppe in den
Kategorien ,Plazentagewicht® und ,Geburtsgewicht® konnte sein, dass der GDM in
der GDM-Gruppe fruhzeitig erkannt wurde und die Patientinnen gut eingestellt
werden konnten.

Die vor der Schwangerschaft und nach der Entbindung ermittelten BMI-Werte
waren in der GDM-Gruppe deutlich hoher als in der Kontrollgruppe
(32,7kg/m?*£3,6 und 37,9kg/m’+4,5 vs. 26,6kg/m*t5,2 und 30,1kg/m?+4,0).
Allerdings gab es lediglich einen signifikanten Unterschied zwischen den BMI-
Werten von Kontroll- und GDM- Gruppe nach der Entbindung (p=0,012).

Die Zunahme des Gewichtes in der Schwangerschaft ist ein Prozess, der durch
Hyperphagie, Aufbau von Fettdepots und Hemmung der Lipolyse gekennzeichnet
und damit physiologisch ist (18). Der gemessene erhdohte BMI vor der
Schwangerschaft in der GDM-Gruppe bestatigte die Tatsache, dass Adipositas
bzw. ein erhdhter BMI zu den Risikofaktoren flr die Entstehung eines
Gestationsdiabetes gehoren.

Die restlichen Parameter ergaben keinen Unterschied zwischen der Kontroll- und
der GDM- Gruppe.

Tabelle 4-1: Klinische Daten der Mutter

Ko4 41 1,62 66 83 251 31.6
Ko8 a1 1,55 64 76 26.6 31,6
Ko10 38 1,65 95 89 34.9 36.4
Ko 11 40 1,71 59 72 20,2 246
Ko 18 4 1,67 57 70 204 25.1
Ko 20 39 1,55 61 69 254 28.7
Ko 22 38 1,69 79 83 277 291

MW+ STAB| 38,1+/-2.2 | 1,64+/-0,08 93,5+/-10,3 106,5,0+-15,5 32,7+-36 379+45

Legende: MW = Mittelwert; STAB= Standardabweichun
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Tabelle 4-2: Klinische Daten der Neugeborenen

MW + STAB

640,0+/-132.3

3192.9+/-618.1

419.4+/2 8

7.28+(-0.08|7,39+/- 0,07

Kodierung | Plazenta Gewicht [q] | Sectio/ Spontan | Geschlecht| Geburtsgewicht [g] Geburlsgr('ille [cm] NA-ph NVph |
Ko4 1000 Prim. Sectic 3 41510 53 7,27 7,35
Ko8 640 Spontan e 3720 54 7,28 737

Ko 10 400 Prim. Sectic e 2822 a7 7.28 7.35
Ko 11 500 Prim. Sectio o 3116 50 722 7.32
Ko 18 540 Prim. Sectio e 2758 48 732 7.33
Ko 20 490 Prim. Sectio 3 3326 50 7,26 7,27
Ko 21 590 Spontan e 3634 51 7,26 7,33
Ko 22 570 Prim. Sectio e 2570 46 7,28 7,40
Ko 38 525 Spontan Q 4100 53 731 7,40
MW + STAB 3395.1+/- 652 7.28+/-0.03/7.35+/-0,04

Legende: MW = Mittelwert; STAB= Standardabweichung
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4.2 Bestimmung der RNA

FUr die weiteren Experimente war es notwendig, dass die isolierte RNA eine
Mindestkonzentration von 100ug/ml hatte, damit genug Material fir die cDNA-
Synthese zur Verfugung stand.

Um RNA-Degradierung oder DNA-Kontamination auszuschliefen, wurde jede
RNA-Probe mittels Gelelektrophorese Uberpruft. Es zeigte sich, dass es weder
eine Kontamination mit DNA, noch eine Degradierung der RNA gab. Als
reprasentatives Beispiel ist in Abbildung 15 ein Ergebnis einer Gelelektrophorese

dargestellt.

Abbildung 15: Ergebnis einer Gelelektrophorese am Beispiel der Kontrolle 20 (A1=Arterie1;
V1=Vene1 etc.)
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4.3 Expression der Lipoproteinrezeptoren

4.3.1 Ubersicht

Um einen Uberblick lber Unterschiede zwischen Arterien und Venen sowie
zwischen der Kontrollgruppe und der GDM-Gruppe zu erhalten, werden als erstes

die Ergebnisse der univariaten Varianzanalyse dargestellt.

M Arterien
Evenen

©O0

10,007

g

Messung ACT
I

g

(o]

-5,00-

T T T
LDLR LRP-8 LOX-1 SR-BI

Abbildung 16: Boxplots der Arterien und Venen unabhangig von Normierung und Pathologie

Der Vergleich der ACT-Werte von Arterien und Venen der einzelnen Rezeptoren
zeigt, dass LRP8, LOX-1 und SR-Bl unabhangig von der Normierung und der
Pathologie eine erhdéhte Expression in den Venen zeigen (p<0,001). Es zeigt sich
kein Unterschied zwischen Arterien und Venen bezuglich der Expression des

LDLR (p=0,593). Tendenziell finden sich in den Venen mehr Ausreifl’er (Abbildung
16).
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Abbildung 17: Boxplots der Kontroll- und der GDM-Gruppe unabhangig von der GefalRart und der

Normierungen

Der Vergleich der ACT-Werte von Kontroll- und GDM-Gruppe der einzelnen
Rezeptoren zeigt, dass LRP8, LOX-1 und SR-BI unabhangig von der Normierung
und vom Gefaldtyp eine vermehrte Expression in der GDM-Gruppe zeigen
(p<0,001). Es zeigt sich kein Unterschied zwischen Arterien und Venen bezuglich
der Expression des LDLR (p=0,07). Tendenziell finden sich in der GDM-Gruppe
mehr Ausreil’er (Abbildung 17).
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4.3.2 Ergebnisse der univariaten Varianzanalyse

Die Tabellen 4-3, 4-4 und 4-5 zeigen, ob es einen Unterschied zwischen Arterien
und Venen (unabhangig von der Kontroll- bzw. GDM-Gruppe), zwischen der
Kontroll- und der GDM-Gruppe (unabhangig von Arterie bzw. Vene) gibt oder ob
Wechselwirkungen (Abhangigkeiten) in bzw. zwischen diesen beiden Gruppen
(Abbildung 18) bestehen. Jede Normierung wird mit den verschiedenen

Lipoproteinrezeptoren getrennt besprochen.

| Kontrolle| GDM__
$ ¢

>

Vene

Abbildung 18: Mdgliche Wechselwirkungen (Abhangigkeiten) in bzw. zwischen der Kontroll- und
GDM-Gruppe

4.3.2.1 Normierung gegen das Ribosomale Protein L30

Bei der Normierung gegen L30 (Tabelle 4-3) war ein signifikanter Unterschied in
der Expression von SR-BI zwischen Arterien und Venen erkennbar. Dabei war der
Rezeptor in den Arterien um 50% runter reguliert. Im Vergleich zwischen der
Kontroll- und der GDM-Gruppe war der Rezeptor um 16% vermindert in den
Kontrollen exprimiert.

Der LDL-Rezeptor war in den Arterien um 32% vermehrt vorhanden verglichen zu
den Venen. Dieser Unterschied war jedoch nicht signifikant. Die Kontrollgruppe
zeigte ebenfalls einen um 70% (nicht signifikant) hochregulierten Rezeptor
verglichen mit der GDM-Gruppe.

Der LOX-1 und der LRP-8 zeigten ein signifikantes, aber unterschiedliches
Verhalten hinsichtlich der Regulierung: In den Arterien war LRP-8 in Bezug zu den
Venen um 4% hoch reguliert, dagegen war LOX-1 in den Arterien um 32%
vermindert exprimiert. Die Kontrollgruppe zeigte bei dem LRP-8 eine um 16%
verminderte Expression verglichen mit der GDM-Gruppe. Der LOX-1 war in der
gesunden Kontrollgruppe um 3% hoch reguliert.

Wahrend der LDLR und der LOX-1 keine signifikanten Wechselwirkungen

zwischen Arterien/Venen und Kontroll-/GDM-Gruppe zeigten, gab es signifikante
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Wechselwirkungen bei SR-Bl und bei LRP-8, was auf einen noch deutlicheren

physiologischen Einfluss der Gene hinweist.

Tabelle 4-3: Ubersicht der Signifikanzen und der Regulierungen der Lipoproteinrezeptoren
normiert gegen L30

Feoldehange | Kontrollevs. GDM | Foldechange | \Wechselwirkung

SRBI 1{0.49) 1(0.84)

LDLR n.s. 1(1,32) n.s. T (1,71) n.s.
LRP-8 i 1(1.04) - 1{0.84) -
LOX-1 b 1(0.,68) wa 1 (1,03) ns

Legende: *= p<0,05; **=p<0,01; ***=p<0,001; n_s_=nicht signifikant

4.3.2.2 Normierung gegen von Willebrand Faktor
Bei der Normierung gegen VWF (Tabelle 4-4) war der SR-Bl in den Arterien

verglichen mit den Venen signifikant um 28% runter reguliert. Vergleicht man die
Kontrollgruppe mit der GDM-Gruppe, zeigte sich, dass dieser Rezeptor in der
Kontrollgruppe um 59% runter reguliert war.

Der LDL-Rezeptor war in den Arterien verglichen mit den Venen signifikant um
41% hoch reguliert. Die Kontrollgruppe zeigte eine signifikant verminderte
Expression vom LDLR um 5 % im Vergleich zu der GDM-Gruppe.

Der LOX-1 (um 15%) sowie der LRP-8 (um 51%) waren in den Arterien im
Vergleich zu den Venen hoch reguliert. Weiters konnte eine verringerte
Expression (um 43% bzw. 40%) beider Rezeptoren in der Kontroll-Gruppe
festgestellt werden.

Eine Signifikanz bei der Wechselwirkung zwischen Arterien und Venen sowie

zwischen Kontroll-/GDM-Gruppe zeigte sich bei allen untersuchten Rezeptoren.
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Tabelle 4-4: Ubersicht der Signifikanzen und der Regulierungen der Lipoproteinrezeptoren
normiert gegen VWF

Foldchamnge Kentrellevs . GDIV Foldechange | Wechselwirkumng

SR-BI 1(0,72) 1 ©.41)

LDLR - 1(1.41) - 1(0.85) *
LRP-8 o 1(1,51) wa 1 (0,60) &5
LOX-1 i 1 (1,15) e 10,50 o

Legende: *= p<0,05; **=p<0,01; ***=p<0,001; n_s_=nicht signifikant

4.3.2.3 Normierung gegen Cluster of Differentiation Molecule 34

Bei der Normierung gegen CD34 (Tabelle 4-5) zeigte SR-BI in den Arterien im
Vergleich zu den Venen eine um 58% signifikant verminderte Expression.
Dasselbe Bild zeigte sich im Vergleich von Kontroll- und GDM-Gruppe. Hier wies
der Rezeptor in der Kontrollgruppe eine um 58% geringere Expression auf.

Der LDL-Rezeptor war in den Arterien signifikant um 16% runter reguliert. Die
Kontrollgruppe zeigte eine um 28% erhdhte, aber nicht signifikante Expression im
Vergleich zu der GDM-Gruppe.

Der LRP-8 wurde in den Arterien im Vergleich zu den Venen signifikant um 17%
vermindert exprimiert. Die Kontrollgruppe zeigte ebenfalls eine signifikant
verminderte Expression dieses Rezeptors um 28% im Vergleich zur GDM-Gruppe.
Bei Betrachtung des LOX-1 war der Rezeptor in den Arterien im Vergleich zu den
Venen signifikant um 33% runter reguliert. Vergleicht man die Kontrollgruppe mit
der GDM-Gruppe, zeigte sich, dass dieser Rezeptor in der Kontrollgruppe
signifikant um 20% runter reguliert war.

Signifikante Wechselwirkungen zwischen Arterien und Venen und Kontroll- und
GDM-Gruppe konnten beim LRP-8 und beim LOX-1 beobachtet werden. Beim SR-
Bl sowie beim LDLR konnten keine signifikanten Wechselwirkungen

nachgewiesen werden.
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Tabelle 4-5: Ubersicht der Signifikanzen und der Regulierungen der Lipoproteinrezeptoren

normiert gegen CD34

CD34 Foldchange Kentrellews. GDIW Foldehange | Wechselwirkung

SR-BI

LDLR

LRP-8

LOX-1

1(0,42)
- 1(0.84)
= 1(0.83)
- 1(0.67)

Legende: *= p<0,05; **=p<0,01; *=p<0,001; n_s.=nicht signifikant

1(0.58)
1(1.28)
1(0.72)

1{0.80)

n.s.
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4.3.3 Zusammenfassung

Bei der Betrachtung der Expression der Rezeptoren fallt zusammenfassend auf:

» SR-BI:
Es zeigte sich eine vermehrte Expression in den Venen sowie in der GDM-
Gruppe und zwar gegen alle Normierungen. Dies spricht flr eine von der

Normierung unabhangig konsistente Expression.

» LDLR:
Mehrheitlich fand sich keine signifikante Regulation des Rezeptors.
Lediglich gegen VWF zeigten sich ein hoch regulierter Rezeptor in den
Arterien und ein runter regulierter Rezeptor in der GDM-Gruppe. Eine
Vermutung kdnnte sein, dass der VWF durch Einfluss des Diabetes reguliert

wird.

> LRP-8:
Es fand sich einheitlich gegen alle Normierungen eine erniedrigte
Rezeptorexpression in der GDM-Gruppe. Beim Vergleich von Arterien und
Venen zeigte sich zweimal ein hoch regulierter Rezeptor (bei Normierung
von L30, vVWF) und einmal ein runter regulierter Rezeptor (bei Normierung
gegen CD34).

» LOX-1: In den Arterien konnte bei einer Normierung gegen L30 und CD34
eine erniedrigte LOX-1 Expression im Vergleich zu den Venen gemessen
werden. Die Normierung gegen VWF zeigte umgekehrt eine erhohte
Expression in den Arterien. In der GDM-Gruppe war LOX-1 (bei
Normierung gegen VWF und CD34) hdoher exprimiert als in der
Kontrollgruppe. Die L30-Normierung zeigte wiederum ein umgekehrtes Bild.
Auffallend ist, dass sich sowohl beim Arterie-Vene- als auch beim Kontrolle-

GDM-Vergleich L30 als Normierungsgen anders verhalt als CD34 und vVWF.
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4.3.4 Auswertung der einzelnen Lipoproteinrezeptoren (t-Test)

Die Lipoproteinrezeptoren wurden einzeln gegen die Normierungen ausgewertet
und betrachtet.

Die Unterschiede zwischen Arterien und Venen in der Kontroll- und der GDM-
Gruppe wurden zunachst untersucht. Weiters wurde die Expression der
Rezeptoren in den Arterien (bzw. Venen) der Kontrollgruppe mit den Arterien

(bzw. Venen) der GDM-Gruppe verglichen.

4.3.4.1 Scavenger Rezeptor Klasse B Typ |

Tabelle 4-6: Ubersicht der Signifikanzen und der Regulierungen des SR-BI

SR-BI -- Feldehange - Foldehange CD34 Foldehange

Arterie vs. Vene Kontrolle 1 {0.45) 1 {0,74) 1(0.37)
GDM - 1(0,53) i 1(0,69) > 1(0,49)

Kontrollevs. GDM Arterie  *** 1 {0.91) bl 1 {0.57) = 1 (0,66)
Vene i 1{0.97) e 1 (0,26) e 1 (0,50)

Legende: *= p<0,05; **=p<0,01; ***=p<0,001; n_s_=nicht signifikant

SR-BI zeigte deutlich signifikante Unterschiede im Arterie-Vene-Vergleich und im
Kontrolle-GDM-Vergleich. Im Arterie-Vene-Vergleich ist der Unterschied Uber alle
Normierungen gleich: eine signifikant erniedrigte Expression in den Arterien. Die
GDM-Gruppe zeigte eine signifikant erhdhte SR-BlI Genexpression. Die

Unterschiede schienen unabhangig von der Normierung zu sein (Tabelle 4-6).
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Abbildung 19: Boxplots der Expression des SR-BI in Arterien und Venen der Kontrollgruppe

Gegen alle drei Normierungen (L30 um 55%, VWF um 26%, CD34 um 63%) war
der Rezeptor in der Kontrollgruppe in den Arterien im Vergleich zu den Venen eine
niedrigere Genexpression festzustellen (Abbildung 19). Bei der Normierung gegen
VWF war die erniedrigte SR-BI Expression um ca. 50% weniger ausgepragt als im
Vergleich zu L30 und CD34.
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Abbildung 20: Boxplots der Expression des SR-BI in Arterien und Venen der GDM-Gruppe

Vergleicht man Arterien und Venen in der GDM-Gruppe (Abbildung 20), kommt
man zu dem Ergebnis, dass auch hier der Rezeptor in den Arterien vermindert
exprimiert wurde. Auch hier konnte der Unterschied bei der Normierung gegen
L30 (um 47%) und CD34 (um 51%) deutlicher gezeigt werden als bei der

Normierung gegen VWF (um 31%). Es kamen in den Venen mehr Ausreil3er vor
als in den Arterien.
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Abbildung 21: Boxplots der Expression des SR-BI in den Arterien der Kontroll- und der GDM-

Gruppe
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Abbildung 22: Boxplots der Expression des SR-BI in den Venen der Kontroll- und der GDM-

Gruppe
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Im Vergleich von Kontrolle- und GDM-Gruppe (Abbildung 21 und 22) zeigte sich,
dass sowohl die Arterien als auch die Venen der Kontrollgruppe eine verminderte
SR-BI Expression aufwiesen als die der GDM-Gruppe. Wahrend der Unterschied
bei der Normierung gegen VWF, im Unterschied zum Arterien-Venen-Vergleich
(Arterien um 43%; Venen um 74%) am grofdten war, zeigte sich bei der
Normierung gegen L30 (Arterien um 9%; Venen um 3%) nur ein geringer
Unterschied und bei der Normierung gegen CD34 eine Differenz von 34% bei

Arterien und um ca. 50% bei den Venen.

Dass der SR-BI bei allen Normierungen, sowohl in gesunden Plazenten als auch
in GDM-Plazenten, in den Venen eine hdohere Expression als in den Arterien
zeigte, konnte durch eine Beobachtung von Spellacy und Ashbacher (69) erklart
werden, die eine hohere Cholesterinkonzentration in den Umbilicalvenen
beschrieben. Uber diese Venen wird der Fetus mit Sauerstoff, Nahrstoffen und
dem wichtigen Cholesterin versorgt. Daraus kdnnte sich schlieen lassen, dass es
eine Abhangigkeit zwischen der Cholesterinkonzentration und Expression des SR-
Bl in Plazentagefalen gibt.

Dieser Zusammenhang zwischen fetaler Cholesterinkonzentration und Expression
des Rezeptors konnte in unserer Studie nicht nachgewiesen werden, weil keine
fetalen Cholesterinkonzentrationen bestimmt wurden.

Darlber hinaus kénnte Cholesterin Gber den SR-BI von cholesterinesterreichem
HDL aufgenommen werden, um die Membranfluiditdt und die lipidreichen
Mikrodomanen aufrechtzuerhalten (70). Als weitere Schutzfunktion vor dem
vermehrten oxidativen Stress der Zellen in der Schwangerschaft kdnnte die
Aufnahme von Vitamin E als Antioxidans eine wichtige Rolle spielen (37).

Weiters konnte die erhdhte SR-BI Expression in den Venen einen veranderten
Cholesterinefflux aus den Zellen verursachen (34). Napoli et al. (14) zeigten einen
Zusammenhang zwischen maternaler Hypercholesterinamie und ,fatty streak®-
Bildung in der fetalen Aorta. Eine vermehrte Expression von SR-Bl in den
GefalRen der GDM-Plazenten koénnte eine mdgliche Pravention von
Atherosklerose durch eine Verhinderung der Akkumulation von atherogenen
Lipoproteinen, der Férderung des Effluxes von Cholesterin aus Makrophagen an
HDL oder durch Aktivierung der HDL-abhangigen NO-Synthase sein (31).

Der Unterschied zwischen Kontroll- und GDM-Gefalten kénnte dadurch erklart

werden, dass es durch den Gestationsdiabetes zu einer Veranderung der
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mutterlichen Lipidzusammensetzung (,State of Dyslipidaemia“) in Form erhdhter
Fettsauren und TG kommt und der Fetus mit Blutfetten Uberversorgt wird. Eine
hohere Konzentration an ungesattigten Fettsauren konnte ein Grund fur die
vermehrte Expression in den Gefallen der GDM-Gruppe sein. Ein anderer Grund
ist, dass es beim Gestationsdiabetes zu vermehrtem oxidativem Stress kommt
(26). Dadurch entsteht mehr ox-LDL, was deren Rezeptorexpression induzieren
konnte, schlieBlich wurde der SR-BI urspringlich als Rezeptor fur modifiziertes
LDL entdeckt.

SR-Bl und LOX-1 (siehe unten) zeigen ein sehr ahnliches Expressionsmuster in
Plazentagefallen. Da SR-Bl in der eNOS-Aktivierung eine wichtige Funktion
besitzt, kdnnte er kompensatorisch hochreguliert werden, wenn LOX-1 ebenfalls
vermehrt exprimiert wird. Dadurch wirde er mit einer Aktivierung der NO-
Produktion der Kaskade der endothelialen Dysfunktion, welche durch Bindung von

ox-LDL an LOX-1 (siehe unten) ausgeldst wird, entgegenwirken.

4.3.4.2 Low-Density-Lipoprotein Rezeptor

Tabelle 4-7: Ubersicht der Signifikanzen und der Regulierungen des LDLR

LDLR - Feldehange Foldehange CD34 Foldehange

Arterievs. Vene Kontrolle n.s. 1(1.,18) 1 (1.64) 1 {0.71)
GDM = 1(1,46) n.s. 1(1,19) n.s. 1(0,98)

Kontrollevs. GDM Artenie n.s. 1{1,37) i 1 (1,06) n.s. 1(1,13)
Vene o 1(2,05) 505 1(0,86) n.s. 1(1,42)

Legende: *= p<0,05; **=p<0,01; ***=p<0,001; n_s_=nicht signifikant

Bezlglich der Signifikanzen und der Regulierungen zeigte sich eine starke
Variation des LDLR gegen die einzelnen Normierungen (Tabelle 4-7). Es ist

eindeutig erkennbar, dass die Ergebnisse von den Normierungsgenen abhangen.
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Abbildung 23: Boxplots der Expression des LDLR in Arterien und Venen der Kontrollgruppe

In der Kontrollgruppe, normiert gegen L30 zeigte sich ein nicht signifikanter
Anstieg der LDLR-mRNA in den Arterien im Vergleich zu den Venen. Bei der
Normierung gegen VWF zeigte sich eine signifikante Erhéhung des LDLR in den
gesunden Arterien (um 64%). Bei der Normierung gegen CD34 ergab dieser
Vergleich allerdings eine signifikante Reduktion um 29% desselben Rezeptors
(Abbildung 23). Es finden sich AusreiRer in beiden Gefaltypen, allerdings

vermehrt bei der Normierung gegen vVWF.
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Abbildung 24: Boxplots der Expression des LDLR in Arterien und Venen der GDM-Gruppe

In der GDM-Gruppe war der LDLR, bei der Normierung gegen L30, signifikant um
46% hoher exprimiert als in den Venen. Bei den anderen beiden Normierungen
(VWWF, CD34) gab es keinen signifikanten Unterschied zwischen Arterien und
Venen (Abbildung 24). Bei allen Normierungen finden sich Ausreiler, sowohl in
den Venen als auch in Arterien.
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Abbildung 25: Boxplots der Expression des LDLR in Arterien der Kontroll- und der GDM-Gruppe

Verglich man nun die Expression des LDLR zwischen gesunden Arterien und den
Arterien der GDM-Gruppe (Abbildung 25), dann stellte man fest, dass der
Rezeptor unter allen Normierungsbedingungen in den gesunden Arterien vermehrt
exprimiert war. Einen signifikanten Unterschied gab es allerdings nur bei der

Normierung gegen VWF (um 6%). In der GDM-Gruppe fanden sich mehr
Ausreil3er als in der Kontrollgruppe.
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Abbildung 26: Boxplots der Expression des LDLR in Venen der Kontroll- und der GDM-Gruppe

Als letztes wurde das Expressionsmuster zwischen gesunden Venen und Venen
der GDM-Gruppe verglichen (Abbildung 26). Der LDLR war signifikant erhoht in
gesunden Venen bei der Normierung gegen L30 (um 105%), jedoch signifikant
erniedrigt bei der Normierung gegen VWF (um 16%). Wurden die Werte gegen
CD34 normiert, zeigte sich kein signifikanter Unterschied. Bei der Normierung
gegen VWF gab es mehr Ausreiler als bei den anderen beiden Normierungen.

Ebenfalls mehr Ausreiler gab es in der GDM-Gruppe.

LDLR zeigte in den gesunden Plazentagefalien beim Vergleich von Arterien und
Venen gegen drei verschiedene Normierungen drei unterschiedliche Ergebnisse:
Kein Unterschied (L30), niedrigere Expression in den Venen (VWF) und erhdhte
Expression in Arterien (CD34). In der GDM-Gruppe gab es in den Venen eine
verminderte Expression im Vergleich zu den Arterien bei der Normierung gegen
L30. Die anderen beiden Normierungen zeigten keinen Unterschied.

Verglich man die Arterien der Kontrollgruppe mit denen der GDM-Gruppe, zeigte
sich auch kein Unterschied zwischen den beiden Gruppen. Beim Vergleich der
Venen zeigte sich nur beim VWF eine stark verminderte Expression in den Venen
der GDM-Gruppe.
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Zusammenfassend kann man sagen, dass sich beim LDLR lediglich Vermutungen
anstellen lassen, da die Ergebnisse zu unterschiedlich und von der Normierung
abhangig waren. Eindeutig signifikante Unterschiede zeigten sich nur bei
Normierungen gegen VWF. Die vermehrten Ausreiller kdnnten das Ergebnis in
diese Richtung verfalscht haben. AuRerdem kdnnte es sich bei dem Referenzgen
vVWF um ein nicht kontinuierlich reguliertes Gen handeln, welches durch den GDM
beeinflusst werden konnte.

Die LDLR Expression wird laut Ethier-Chiasson (39) in der Plazenta durch
Cholesterin reguliert. Bei maternaler Hyperlipidamie wie z.B. beim GDM wirde
sich dies durch eine verminderte LDLR Expression in der Plazenta auswirken.
Dann wiarde man eine erhohte Genexpression des LDLR in den Arterien im
Vergleich zu den Venen finden. AuRerdem ware der Rezeptor in den Gefalken der
Kontrollen héher exprimiert als in den GDM-Gefalken.

Eine weitere Begrindung fur eine vermehrte Expression des LDLR in Arterien
konnte der erhodhte tangentiale Druck gegen die Gefallwand sein (,shear stress®).
Bereits Sprague et al. (73) sprachen Uber die Veranderungen des LDL-Rezeptors

und des LDL-Metabolismus durch ,shear stress”.
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4.3.4.3 Low-Density-Lipoprotein Rezeptor related Protein 8

Tabelle 4-8: Ubersicht der Signifikanzen und der Regulierungen des LRP-8

LRPS L3S0 | Reguliering VANE Regulierung CD34 Regulierung
(p-Wert)|(Foldechange)| (p-WWert) | (Foldchange) | (p-Vient) | (Foldchange)

Arterievs. Vene Kontrolle n.s. 1 (1,40) 1 (2,30) 1(1,19)
GDM == 1 (0,68) G 1(0,73) G 1(0,47)
Kontrollevs. GDM  Arterie  * 1(1,23) G0 11(0,99) G0 1 (1,02)
Vene  *** 1 (0,45) — 1(0,20) G0 1 (0,40)

Legende: *= p<0,05; **=p<0,01; ***=p<0,001; n_s_=nicht signifikant
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Abbildung 27: Boxplots der Expression des LRP-8 in Arterien und Venen der Kontrollgruppe

LRP-8 (Tabelle 4-8) war im Vergleich von Arterien und Venen (Abbildung 27) in
der Kontrollgruppe bei allen Normierungen in den Arterien hoher exprimiert, wobei
lediglich das Ergebnis gegen CD34 signifikant war (um 19%). Bei den anderen
Normierungen (L30, vVWF) war der Unterschied nicht signifikant. Es fanden sich
vermehrt Ausreil3er in den Arterien sowie bei der Normierung gegen L30, bei der

sich diese aber gegenseitig aufzuheben schienen.
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Abbildung 28: Boxplots der Expression des LRP-8 in Arterien und Venen der GDM-Gruppe

Dagegen zeigte sich in der GDM-Gruppe, dass es einen signifikanten Unterschied
bei allen Normierungen gab. Es konnte eine Reduktion der LRP-8-mRNA in den
Arterien verglichen mit den Venen (Abbildung 28) gefunden werden (gegen L30
um 32%, gegen VWF um 27%, gegen CD34 um 53%). Es gab einen Ausreier in
den Venen bei der Normierung gegen L30.
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Abbildung 29: Darstellung der Expression des LRP-8 in Arterien der Kontroll- und der GDM-
Gruppe

Verglich man die Arterien der Kontrollgruppe mit denen der GDM-Gruppe, zeigte
LRP-8 in den Arterien der Kontrollgruppe bei einer Normierung gegen L30 (um
23%) und CD34 (um 2%) eine signifikant erhdhte Expression. Bei der Normierung
gegen VWF konnte eine um 1% verminderte signifikante Genexpression des LRP-

8 festgestellt werden (Abbildung 29). Es gab mehr Ausreil3er in den Arterien der
Kontrollgruppe.
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Abbildung 30: Darstellung der Expression des LRP-8 in Venen der Kontroll- und der GDM-Gruppe

Ein Ubereinstimmendes Ergebnis zeigte sich bei der Untersuchung der Venen der
Kontrollgruppe im Vergleich mit denen der GDM-Gruppe (Abbildung 30). Der
Rezeptor war signifikant gegen alle Normierungen in den Venen der
Kontrollgruppe vermindert exprimiert (gegen L30 um 55%, gegen VWF um 80%,
gegen CD34 um 60%). Vermehrte Ausreiler fanden sich bei der Normierung

gegen L30 in der Kontrollgruppe.

LRP-8 zeigte in seiner Expression keinen Unterschied (L30, VWF) zwischen
Arterien und Venen in gesunden Plazenten. LRP-8 war bei der Normierung gegen
CD34 in den Arterien hoch reguliert. Wieder zeigte sich also eine Abhangigkeit
von dem flr die Normierung verwendeten Gen.

In der GDM-Gruppe zeigte sich ein deutlicher Unterschied in den Venen, der
durch eine erhohte Expression des Rezeptors charakterisiert ist. Hier konnte sich
vermuten lassen, dass die Veranderung der Konzentration der Blutfette durch den
Gestationsdiabetes eine Ursache flr die erhdohte Regulation des LRP-8 sein
koénnte. SchlieRlich kommt es durch die Insulinresistenz zur Lipolyse und damit zur

vermehrten Produktion von VLDL, fir das der LRP-8 ein hochaffiner Rezeptor ist.
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Beim Vergleich der Arterien der Kontroll- und GDM-Gruppe zeigte sich sowohl
eine vermehrte Expression in den Arterien der Kontrollgruppe (L30, CD34) als
auch eine verminderte Expression (VWF). Fur eine erhdhte Expression des LRP-8
in den Arterien konnte das ,shear-stress“-Phanomen sprechen. Fir das
gegenteilige Ergebnis bei der Normierung gegen VWF ware der Einfluss des
GDMs auf die Regulation des VWF eine Erklarung.

Bei Vergleich der Venen der beiden Gruppen ist das Ergebnis eindeutig. Die
Venen der GDM-Gruppe zeigten eine vermehrte Expression. Auch hier kdnnte der
Grund wiederum erhohte LDL-, VLDL- oder Cholesterinspiegel beim GDM sein.
Eine ahnliche Entdeckung machten Argov et al. 2004 (71), die u.a. die LRP-8-
mMRNA-Expression in Rinderfollikeln untersuchten.

Weiters wird vermutet, dass der LRP-8 eine wichtige Funktion beim
Cholesterintransport bei Stérung der fetalen Cholesterinbiosynthese spielt (11).

Welche Funktion LRP-8 aber in den fetalen Plazentagefal3en hat, ist unklar.

4.3.4.4 Lektin-like oxidized Low-Density-Lipoprotein Rezeptor

LOX-1 war signifikant in allen Gruppen gegenuber den verschiedenen

Normierungsgenen reguliert (Tabelle 4-9).

Tabelle 4-9: Ubersicht der Signifikanzen und Regulierungen des LOX-1

LOX-1 -- Feldechange - Foldehange CD34 Foldchange

Arterievs. Vene Kontrolle 1{0.89) 1(1,67) 1 (0,83)
GDM e 1{0,48) - 1 (0,64) e 1 (0,50)

Kontrollevs. GDM  Arterie ** 1{1,32) e 1 (0,83) i 1 (0.97)
Vene b 1{0,74) bl 1 (0,31} i 1 (0,62)

Legende: *= p<0,05; **=p<0,01; ***=p<0,001; n_s_=nicht signifikant
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Abbildung 31: Boxplots der Expression des LOX-1 in Arterien und Venen der Kontrollgruppe

LOX-1 war beim Vergleich zwischen Arterien und Venen in der Kontrollgruppe
(Abbildung 31) bei den Normierungen gegen L30 (um 11%) und CD34 (um 17%)
in den Venen geringer exprimiert, bei der Normierung gegen VWF zeigte sich eine
um 67% erhdhte Expression. AusreiRer gab es nur in den Venen bei der

Normierung gegen L30, die sich aber gegenseitig aufzuheben schienen.
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Abbildung 32: Boxplots der Expression des LOX-1 in Arterien und Venen der GDM-Gruppe

In der GDM-Gruppe ist LOX-1 gegen alle Normierungen in den Arterien niedriger
als in den Venen (Abbildung 32) exprimiert (gegen L30 um 52%, gegen VWF um
36%, gegen CD34 um 50%). Ausreilder fanden sich vermehrt in den Venen.
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Abbildung 33: Boxplots der Expression des LOX-1 in Arterien der Kontroll- und der GDM-Gruppe

Betrachtete man die Arterien der Kontrollgruppe und verglich diese mit den

Arterien der GDM-Gruppe (Abbildung 33), so wurde gezeigt, dass der Rezeptor in
der Kontrollgruppe, normiert gegen L30, um 32% erhdht war. Dagegen zeigte sich
bei den beiden anderen Normierungen (VWF um 17%, CD34 um 3%), verglichen

zur GDM-Gruppe, eine Reduktion des LOX-1 in den Arterien der Kontrollgruppe.
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Abbildung 34: Boxplots der Expression des LOX-1 in Venen der Kontroll- und der GDM-Gruppe

Bei dem Vergleich der Venen von Kontroll- und GDM-Gruppe (Abbildung 34)
zeigte sich ein einheitliches Verhalten bei allen Normierungen. In den Venen der
Kontrollgruppe war LOX-1 im Vergleich zu den Venen der GDM-Gruppe
vermindert exprimiert (gegen L30 um 26%, gegen VWF um 69%, gegen CD34 um
38%). Eine hohere Anzahl an Ausreifl3ern fand sich in der GDM-Gruppe.

LOX-1 ist in den Venen der Kontrollgruppe im Vergleich zu den Arterien erhoht
exprimiert. Das gleiche Bild zeigte sich in der GDM-Gruppe.

Verglich man die Kontrollen mit der GDM-Gruppe, zeigte sich eine vermehrte
Expression in den Arterien der GDM-Gruppe (VWF, CD34) und einmal eine
verminderte Expression (L30). In den Venen der GDM-Gruppe konnte ebenfalls
eine erhohte LOX-1 Genexpression gefunden werden, als in den Venen der
Kontrollgruppe.

Das Ergebnis zeigte deutlich, dass dieser Rezeptor in PlazentagefalRen der GDM-
Gruppe erhdht exprimiert wird. Durch den erhdhten oxidativen Stress, ausgeldst
durch einen Diabetes, entsteht mehr oxidiertes LDL (ox-LDL). Die erhdhte
Konzentration an ox-LDL erhdht die Expression der LOX-1 Rezeptoren, da so

vermehrt ox-LDL abgefangen und der Fetus vor dem toxischen Effekt des ox-LDL
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geschutzt werden kann. Dadurch ware die Konzentration an ox-LDL in den
Arterien geringer, was die verminderte Expression des LOX-1 erklaren konnte. Da
der LOX-1 in gesundem Gewebe nur minimal exprimiert wird, ist auch der
Unterschied der GefalRe zwischen Kontroll- und GDM-Gruppe erklart.

Ob der BMI eine Rolle spielt, kann in dieser Studie nur vermutet werden, da leider
nur bei 4 Proben der GDM-Gruppe der BMI errechnet werden konnte. Allerdings
ist dieser signifikant hoher als bei den Proben der Kontrollgruppe (Tabelle 4-1)
(42).

Es ist beschrieben, dass die Expression von LOX-1 von einem erhdhtem ,shear
stress” des Blutflusses induziert wird (72). Allerdings sollte die Expression dann in
den Arterien erhoht sein, da dort ein hoherer ,shear stress® gemessen wird, was in
dieser Studie nicht gezeigt werden konnte.

Schaut man sich hier die Foldchangewerte an, kann man feststellen, dass die
Ergebnisse gegen die Normierungen L30 und CD34 besser Ubereinstimmen als
die gegen die Normierung VWF (Tabelle 4-9). Dies spricht wieder flr den
Verdacht, dass der vVWF vielleicht doch abhangig von der Pathologie exprimiert

wird.
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4.3.5 Physiologische Relevanz

Beim Arterie-Vene-Vergleich in der Kontroll- bzw. GDM-Gruppe wurden alle
arteriellen Proben (pro Plazenta 3 Arterien bei n=10) mit allen vendsen Proben
(pro Plazenta 3 Venen bei n=10) verglichen. Dieser Gesamtunterschied wurde
bereits ausfuhrlich beschrieben. Doch wie sieht es aus, wenn man Arterien und
Venen innerhalb einer einzelnen Plazenta vergleicht? Es gilt zu klaren, ob ein
signifikanter ~Gesamtunterschied bedeutet, dass es mehrheitlich einen
signifikanten Unterschied zwischen Arterien und Venen innerhalb einer Plazenta
gibt. Diese Frage soll im folgenden Teil am Beispiel der LOX-1-Expression,

normiert gegen L30, geklart werden (Abbildung 35).
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Abbildung 35: Logarithmische Darstellung der Expression des LOX-1 normiert gegen L30 in
Arterien in Bezug zu den Venen in der Kontrollgruppe (gelb) und GDM-Gruppe (rot) inklusive
Signifikanzen

LOX-1 konnte in nur finf von zehn Plazenten in der Kontrollgruppe ein
signifikantes Ergebnis erzielen. In diesen flinf Plazenten konnte vier Mal eine
erniedrigte Expression in den Arterien verglichen zu den Venen festgestellt
werden. Die funfte Plazenta stellte eine hohere Expression in den Arterien im
Vergleich zu den Venen dar. Die restlichen Plazenten wiesen kein signifikantes
Ergebnis auf und daher wurde vermutet, dass es in diesen Fallen keinen
Unterschied zwischen Arterien und Venen Dbezlglich ihres LOX-1-

Expressionsverhaltens gab.
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Betrachtet man das Ergebnis in Tabelle 4-9, wird deutlich, dass es einen sehr
deutlich signifikanten Gesamtunterschied zwischen Arterien und Venen in der
Kontrollgruppe (p<0,001) gab. LOX-1 war bei der Normierung gegen L30 in den
Arterien im Vergleich zu den Venen vermindert exprimiert.

Da nur vier von zehn Plazenten dieses Ergebnis aufwiesen, sollte durchaus
hinterfragt werden, ob es tatsachlich einen Unterschied zwischen Arterien und
Venen bei der Untersuchung von LOX-1 normiert gegen L30 gab.

Wenn man nun noch einen Schritt zuriick geht und sich die technischen Triplikate
der Arterien anschaut (exemplarisch an 3 Plazenten logarithmisch dargestellt), so
stellt man fest, dass sich bereits Arterien innerhalb einer Plazenta unterscheiden
(Abbildung 36). Diese Unterschiede konnen verschiedene Ursachen haben.
Erstens konnte es wahrend der Versuchsdurchfihrung zu Verunreinigungen
gekommen sein. Zweitens ware die Verwechslung einer Arterie mit einer Vene
bzw. umgekehrt eine mogliche Erklarung. Hauptunterscheidungsmerkmal der
Arterien ist die Lokalisation. Unterschiede innerhalb einer Plazenta lassen daher
den Verdacht aufkommen, dass es eine Abhangigkeit zwischen Lokalisation und

Expression von Lipoproteinrezeptoren gibt.
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Abbildung 36: Triplikate von drei Arterien von Kontrollplazenten
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Ob die Beobachtung einer mehrheitlich fehlenden Signifikanz innerhalb einer
Plazenta auch bei anderen Rezeptoren (bzw. Normierungen) festgestellt werden
konnte, ist in Tabelle 4-10 dargestellt.

Tabelle 4-10: Ubersicht tber Signifikanzen der Lipoproteinrezeptoren innerhalb der einzelnen

Plazenten

L30 vWF CD34

Kontrolle: 7 von
10 Plazenten
signifikant

Kontrolle; 7 von
10 Plazenten
signifikant

Kontrolle: 9 von
10 Plazenten
signifikant

Kontrolle: 5/10 Kontrolle: 4/10 Kontrolle: 3/10

Kontrolle: 4/10 Kontrolle: 5/10 Kontrolle: 5/10

Kontrolle: 5/10 Kontrolle: 5/10 Kontrolle: 5/10

Da insgesamt weniger als 50% der Plazenten signifikante Unterschiede zwischen
Arterien und Venen aufwiesen, muss aus diesen Uberlegungen der Schluss
gezogen werden, dass eine Erhdéhung der biologischen Replikate (Anzahl der
Plazenten) notwendig ist, um eine gréRere Aussagekraft zu bekommen und um

die Auswirkung von eventuellen Ausrei3ern zu minimieren.
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4.3.6 Limitation der Studie

Nachdem nun die Expression der einzelnen Lipoproteinrezeptoren beschrieben
und diskutiert worden sind, wird im folgenden Teil auf die Limitationen und die
Aussagekraft der Studie eingegangen.

Zur Auswahl der Lipoproteinrezeptoren kann gesagt werden, dass die 4
wichtigsten Rezeptoren ausgewahlt wurden, sodass die verschiedenen
Lipoproteine an einem oder an mehreren dieser Rezeptoren binden konnen.

Als Normierung wurden das L30, VWF und CD34 verwendet. Das Ribosomale
Protein ist eines der typischen Housekeeping-Gene. Die anderen beiden dagegen
sind in die Gruppe der Endothelzellmarker einzuordnen. Die in den Tabellen 4-6
bis 4-9 dargestellten Foldchangewert zeigen, dass sich, unabhangig von der
Signifikanz, die Ergebnisse gegen die Normierung L30 und gegen CD34 deutlich
naher sind als die Ergebnisse gegen VWF. Auch die vermehrten Ausreil3er bei der
Normierung gegen VWF sprechen dafur, dass dieser durch endo- oder exogene
Einflisse reguliert wird. Das lasst den Schluss zu, dass VWF nicht als
Referenzgen geeignet ist.

Eine weitere Ursache fur die vielen Ausreiler konnte die Inhomogenitat der
Zellpopulation darstellen. Da ganze Gefalde untersucht wurden, handelte es sich
nicht um bestimmte Zelllinien (z.B. Endothelzellen), sondern in den Proben sind
Endothelzellen, Makrophagen und andere Blutzellen, Fibroblasten und
Muskelzellen. Daher sind bei solchen Zellversuchen immer gewisse Unterschiede
zu erwarten. Aulerdem ist jede Plazenta ein Gewebe von unterschiedlichen
Patientinnen und jede Patientin ist biologisch anders.

Auch die Gefalle selbst unterscheiden sich voneinander beziglich Gréfe,
Durchmesser und Lokalisation. In kleinen peripheren Gefalen koénnte die
Stromungsgeschwindigkeit des Blutes hdher sein und durch den hoéheren
sogenannten ,shear-stress“ (tangentiale Druck durch den Blutfluss entlang der
GefalRwand) die Expression von Lipoproteinrezeptoren beeinflusst werden.
Deshalb ist es wichtig zu wissen, ob die Gefalle zentral (nabelschnurnah) oder
peripher (nabelschnurfern) aus der Plazenta enthommen wurden und ob es sich
um gepaarte oder ungepaarte GefalRe handelt, um eine Abhangigkeit von der
Lokalisation zu beurteilen.

Auffallend waren auch die vermehrten Ausreil3er in den Venen und in den GDM-
Gefallen. Vielleicht sind Arterien resistenter gegen &uflere Einflisse (z.B.
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mechanische Belastung) als Venen. AulRerdem konnte der GDM die Expression
von Lipoproteinrezeptoren in den Venen sehr unterschiedlich beeinflussen.

Der ,shear-stress” als Induktor flUr die Expression von Lipoproteinrezeptoren
kommt bei den meisten Rezeptoren wohl nicht in Frage, da diese vermehrt in den
Venen exprimiert waren und nicht in den Arterien.

Als weiterer Kritikpunkt ist anzubringen, dass die klinischen Daten sowohl von
Seiten der Mutter als auch von Seiten des Feten unvollstandig waren, sodass eine
Interpretation bei solch kleinem Kollektiv schwierig ist. Aullerdem waren
Informationen Uber LDL-, HDL- und Gesamtcholesterinspiegel sowohl aus fetaler
als auch aus der mutterlichen Zirkulation winschenswert, um eventuelle
Zusammenhange zwischen Lipidkonzentrationen und Lipoproteinexpression zu
erkennen. Auferdem ist es sinnvoll vorher weitere Ausschlusskriterien
(FrGhgeburten, anderen Erkrankungen der Mutter) zu definieren, um Ausreil3er zu
vermeiden.

Vielleicht ist aber auch eine derartige Anzahl an Plazenten bzw. Plazentagefalen
zu klein, um trotz eindeutiger Signifikanzen einen eindeutigen Schluss zuzulassen.
Daher sollten die biologischen Replikate (Plazentagefal3e) erhéht werden, um auf
der einen Seite die Anzahl an signifikanten Ergebnissen zu erhéhen und auf der
anderen Seite den Einfluss der Ausreiler zu minimieren. Die geringen
Unterschiede zwischen Kontroll- und pathologischen Plazenten konnten durch
einen gut eingestellten GDM bedingt sein. Um weitere Aussagen zum Einfluss
eines GDM auf Lipoproteinrezeptoren in Plazenten zu treffen, kbnnte man die
Plazenten mit schlechter eingestelltem bzw. hdhergradigem GDM (z.B.

insulinabhangigem GDM) untersuchen.

4.4 Zusammenfassung

Eine Interpretation der vorliegenden Ergebnisse ist nur unter Bertcksichtigung der
Studienlimitation erlaubt. Zwar zeigte sich in vielen Fragestellungen eine deutliche
Signifikanz, aber die Unterschiede (im Foldchangewert betrachtet) waren nicht so
grofd und teilweise abhangig von der Normierung.

SR-BI ist sowohl in der Kontrollgruppe als auch in der GDM-Gruppe im Vergleich
zu den Arterien erhdht in den Venen exprimiert. Beim Vergleich der GDM- und der
Kontrollgruppe ist SR-BI sowohl in den Arterien als auch in den Venen der GDM-
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Gruppe erhoht exprimiert. Daruber hinaus konnte eine Wechselwirkung zwischen
Gefaltyp und Pathologie festgehalten werden.

Die LDLR-Expression ist beim Arterie-Vene-Vergleich sowohl in der
Kontrollgruppe als auch in der GDM-Gruppe abhangig von der Normierung.
Insgesamt zeigt sich eher kein Unterschied. Beim Vergleich der GDM- und der
Kontrollgruppe ist die Expression abhangig von der Normierung. Auch hier geht
die Tendenz in Richtung kein Unterschied.

Der Vergleich der Regulierung in Arterien und Venen von LRP-8 und LOX-1 ist in
der Kontrollgruppe abhangig von der Normierung und bei der Betrachtung der
biologischen Relevanz zu hinterfragen. In der GDM-Gruppe sind die beiden
Rezeptoren eindeutig erhodht in den Venen exprimiert. Der Vergleich der Arterien
von GDM- und Kontrollgruppe ist abhangig von der Normierung. Eindeutig erhdht
exprimiert sind LRP-8 und LOX-1 in den Venen der GDM-Gruppe im Vergleich zu

den Venen der Kontrollgruppe.
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Unfallchirurgie/Orthopadie (3 Wo)

Raphaelsklinik Munster
Gynakologie (2 Wo)

Presbyterian Hospital Agogo
Innere Medizin (2 Wo)/ Padiatrie (2 Wo)

Hospital Lam Wah EE
Anasthesie (3 Wo)

Ruppiner Kliniken (3 Wo)
Anasthesie und Intensivmedizin

Universitatsklinikum 6. Studienjahr:
Allgemeinmedizinpraxis (Dr. Hoéfler) (5 Wo)
Kinderkardiologie (5 Wo)

Unfallchirurgie (10 Wo)
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Schulausbildung/sonstige Ausbildung
e Grundschule: 1992 — 1996 St. Martinus Grundschule in Nottuln
e Weiterflhrende Schule: 1996 — 2005 Gymnasium Nottuln
e Abschluss: Abitur 2005
e Ausbildung zum Rettungssanitater DRK Landesrettungsschule Manster

Juli-Oktober 2005

Fremdsprachenkenntnisse

e Englisch Fortgeschrittene Kenntnisse
e Franzdsisch Grundkenntnisse
e Spanisch Grundkenntnisse
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