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1. Einleitung

1.1 Definition und Epidemiologie des Aborts

Zwischen 25-50% aller Frauen im fortpflanzungsfahigen Alter erleiden im Laufe
ihres Lebens eine oder mehrere Fehlgeburten (Rai and Regan 2006). Die Ursachen
einer Fehlgeburt kénnen sehr unterschiedlich sein.

Man unterteilt das Abortgeschehen in einen Frihabort (bis zur 12. SSW) und einen
Spatabort (13.-24. SSW), wobei der Frihabort wesentlich haufiger auftritt. Ab der
24. SSW spricht man nicht mehr von einem Abort, sondern von einer Tot- bzw.
Frihgeburt (Stauber and Weyerstahl 2005), (Haag, Hanhart et al. 2003).

Der haufigste Grund fur einen Abort sind chromosomale Anomalien, welche vor
allem mit steigendem mitterlichem Alter haufiger auftreten (Toth, Lok et al. 2007).
Dies wird fur die Medizin zunehmend wichtiger, da die Bevolkerung immer alter wird
und auch spater im Leben eine Familie grindet. In den USA zum Beispiel
entschieden sich im Jahre 1976 nur 19,0 % der Frauen zwischen 35 und 39 Jahren
fur ein Kind. Diese Rate stieg 1998 auf 37,4 % an (Ventura, Taffel et al. 1988),
(Guyer, Hoyert et al. 1999). Doch sowohl bei Altergebarenden besteht auch bei
Frauen unter 25 Jahren ein erhdhtes Abortrisiko, das niedrigste Risiko zeigt
demnach die Altersgruppe von 25-30 Jahren (Gracia, Sammel et al. 2005).

Das direkte Aufeinanderfolgen von drei oder mehreren Aborten vor der 20. SSW
wird nach der WHO als RSA (Recurrent spontaneous abortion) bezeichnet.
Bekannte Risikofaktoren eines RSA sind zum Beispiel das mitterliche Alter und
damit verbundene haufigere Chromosomenverénderungen. RSA hat ein erhdhtes
Rezidivrisiko (Griebel, Halvorsen et al. 2005). Das Risiko eines weiteren Aborts
steigt nach zwei Aborten auf ca. 24%, nach drei Aborten auf 30% und nach 4
vorangegangenen, aufeinanderfolgenden Aborten sogar auf 40% an (Regan,
Braude et al. 1989). Statistisch betrachtet erleiden etwa 1-3% aller Frauen im
gebarfahigen Alter einen RSA (Regan and Rai 2000). Bekannte Risikofaktoren sind
beim RSA genetische Anomalien, uterine Fehlbildungen, endokrine Dysfunktionen,
Autoimmunerkrankungen, erworbene und vererbbare Thrombophilien und
Umweltfaktoren (Toth, Nieuwland et al. 2008), (Stephenson, Awartani et al. 2002),
(Li, Makris et al. 2002).

Eine erfolgreiche Implantation erfordert ein Gleichgewicht zwischen Koagulation,

Fibrinolyse und Angiogenese (Buchholz and Thaler 2003). Uterine Fehlbildungen,



endokrine Dysfunktionen und Stérungen im Gerinnungssystem kénnen ebenso fur
einen RSA verantwortlich sein (Stephenson, Awartani et al. 2002), (Li, Makris et al.
2002). Allerdings bleibt in mehr als 50% der Falle die Ursache ungeklart (Chung and
Yeko 1996).

Formen des Aborts sind der Abortus imminens, incipiens, incompletus, completus
und der verhaltene Abort (missed abortion). Beim Abortus imminens (drohender
Abort) ist der Zervikalkanal noch geschlossen und die Graviditat intakt, es kommt
allerdings zu vaginalen Blutungen. Dagegen ist beim Abortus incipiens (beginnender
Abort) der Zervikalkanal bereits getffnet (Griebel, Halvorsen et al. 2005). Der
Abortus incompletus beschreibt die Ausstossung von manchen, aber nicht allen
Teilen des Schwangerschaftgewebes vor der 20. SSW (Chen and Creinin 2007).

Bei einem kompletten Abort wird die Plazenta und das fetale Gewebe vollsténdig
ausgestossen (Stauber and Weyerstahl 2005). Die sogenannte ,missed abortion® ist
definiert als nicht lebensfahige Schwangerschaft, die unerkannt bereits abgestorben
ist, aber noch nicht ausgestossen wurde. Der Begriff stammt noch aus der Zeit vor
der Erfindung der Sonografie. Damals wurde eine missed abortion nur anhand der
Diskrepanz des Alters der Schwangerschaft und der Uterusgréf3e diagnostiziert
(Chen and Creinin 2007).

Die verschiedenen Unterformen des Aborts sind in Tabelle 1 zusammengefasst.

Tabelle 1: Definition Spontanabort

Spontaner Abort: Definitionen und Einteilung

Kompletter Abort: Alle Schwangerschaftsprodukte wurden ausgestossen ohne
nétige chirurgische oder medikamentdse Intervention.

Inkompletter Abort: Einige, aber nicht alle Schwangerschaftsprodukte wurden
ausgestossen; verbliebene Produkte kdnnen Teile des Fetus, der
Plazenta oder der Eihaute sein.

Abortus imminens Eine Schwangerschaft mit Blutungskomplikation bei noch

(drohender Abort): geschlosssenem Zervikalkanal vor der 20. SSW.

Abortus incipiens Der Muttermund ist bereits gedffnet aber die

(beginnender Abort): Schwangerschaftsprodukte verbleiben noch in der Gebarmutter.

Missed abortion Schwangerschaft mit fetalem Absterben (meist schon vor

(verhaltender Abort): Wochen) aber keiner uterinen Aktivitat, die zur Ausstossung
fuhrt.

RSA (Recurrent Drei oder mehrere aufeinanderfolgende Fehlgeburten vor Ende

spontaneous abortion): der 20. SSW.

Legende: Tabelle modifiziert nach Griebel, C. P., J. Halvorsen, et al. (2005). "Management of
spontaneous abortion." Am Fam Physician 72(7): 1243-50.




Abzugrenzen von einem Abort ist der gewollte Schwangerschaftsabbruch
(Abruptio). In Deutschland wird der Schwangerschaftsabbruch durch das
Abtreibungsrecht vom 01.10.1995 und das Schwangeren- und
Familienhilfeanderungsgesetz vom 21.08.1995 geregelt. Gemal § 218a StGB
(Strafgesetzbuch) ist jeder Schwangerschaftsabbruch grundsatzlich strafbar, kann
jedoch bei bestimmten Indikationen und einzuhaltenden Fristen durch einen Arzt
rechtmafig und straffrei vorgenommen werden (Haag, Hanhart et al. 2003).

Obwohl die Anzahl der Schwangerschaftsabbriiche in der westlichen Welt abnimmt,
ist in den Entwicklungslandern ein Anstieg zu verzeichnen. Insgesamt schatzt man
die weltweite Anzahl von entstehenden Schwangerschaften auf ca. 210 Millionen.
Davon enden annahernd die Halfte in einer Lebendgeburt. 42 Millionen enden in
einem Schwangerschaftsabbruch (20 Millionen davon auf illegale Weise) und ca. 3

Millionen Neugeborene sind Totgeburten (Brown 2007).

Die haufigsten Risikofaktoren eines rezidivierenden Spontanaborts sind in Tabelle 2

aufgefuhrt.

Tabelle 2: Risikofaktoren fiir rezidivierende Spontanaborte

Risikofaktoren fir rezidivierende Spontanaborte

» fortgeschrittenes miitterliches Alter « maternale Infektionen wie z.B.
und dadurch vermehrte bakterielle Vaginose, Chlamydien,
Chromosomenveranderungen HIV, Toxoplasmose

» Alkohol-, Zigaretten- und * erneute Schwangerschaft innerhalb
Drogenabusus von 6 Monaten nach Entbindung

» intrauterine Verhitungsmittel * multiple vorangegangene
(Intrauterine Device = Spirale) Schwangerschaftsabbriiche

» starker Kaffeegenuss e vorangegangener Abort

» chronische miitterliche e Thrombophilien (APC-Resistenz,
Erkrankungen wie z.B. Lupus Mutationen im: Prothrombin-, FVL-
erythematodes, Anti-Phospholipid- und MTHFR-Gen, AT lll-Mangel,
Syndrom Protein C- und S-Mangel)

» endokrinologische Stérungen e uterine Fehlbildungen

+ Medikamente wie z.B. NSAR,
Methotrexat, Misoprostol, Retinoide

Legende: Tabelle modifiziert nach Griebel, C. P., J. Halvorsen, et al. (2005). "Management of
spontaneous abortion." Am Fam Physician 72(7): 1243-50. und Haag, P., N. Hanhart, et al.
(2003). Gynéakologie und Urologie fur Studium und Praxis. Breisach am Rhein, Medizinische
Verlags- und Informationsdienste: pp. 115-120.




1.2 Definition und Epidemiologie der
Blasenmole

Die Blasenmole ist eine gynakologische Erkrankung, die schon in der Antike
erwahnt wurde. In dem Werk “Luft, Wasser und Platze” von Hippokrates (5.
Jahrhundert vor Christus) heisst es “die Frauen erscheinen schwanger, ... dies ist
aufgrund der Wassersucht der Gebarmutter’. Man nahm an, dass die Frauen
verunreinigtes Wasser getrunken hatten (Slim and Mehio 2007).

Heutzutage weiss man, dass der Trophoblast wéahrend der Schwangerschaft
abnorm proliferieren kann. Man unterscheidet hierbei die Blasenmole, das
Chorionepitheliom (invasive oder destruierende Blasenmole) und das
Chorionkarzinom. Diese  Erkrankungen werden als gestationsbedingte

Trophoblasterkrankungen zusammengefasst (Stauber and Weyerstahl 2005).

Die Blasenmole ist eine seltene Schwangerschaftskomplikation mit einer Haufigkeit
von 1:1000 Schwangerschaften in der westlichen Welt (Hancock and Tidy 2002). In
Sidostasien, Indien und China ist die Inzidenz circa 20-fach erhéht. Der wichtigste
Risikofaktor ist, wie auch beim Spontanabort, das erhdhte Alter der Mutter. Frauen
Uber 40 Jahre haben ein 5 bis 10-fach erhdhtes Risiko fur die Entwicklung einer
kompletten Blasenmole (Palmer 1994). Aber auch Frauen, die jinger als 20 Jahre
sind, haben ein erhdhtes Risiko (Stauber and Weyerstahl 2005). Im Gegensatz dazu
ist die Entstehung einer partiellen Blasenmole nicht mit dem Alter der Mutter
assoziiert. Ein Spontanabort in der Anamnese erhoht allerdings das Risiko sowohl
fur eine partielle als auch eine komplette Blasenmole (Palmer 1994). Ebenso
spielen erndhrungsbedingte Faktoren eine Rolle in der Entwicklung der Blasenmole.
So steigt das Risiko stufenweise an mit abnehmendem Anteil an tierischem Fett und
Karotin, einer Vorstufe von Vitamin A in der Nahrung (Berkowitz, Cramer et al.
1985). Generell besteht bei der Blasenmole kein Rezidivrisiko. Es gibt aber doch
Falle mit einer Blasenmole in der Anamnese, die trotzdem ein erh6htes Risiko von
1% aufwiesen, erneut zu erkranken (Garner, Goldstein et al. 2007).

Basierend auf der Morphologie und der Histopathologie unterscheidet man
Blasenmolen als partiell und als komplett. Die Haufigkeit der partiellen Blasenmolen
betragt etwa 1 von 700 Schwangerschaften, die der kompletten Blasenmolen etwa 1
von 1500-2000 Schwangerschaften (Jeffers, O'Dwyer et al. 1993), (Berkowitz,
Goldstein et al. 1985). Komplette Blasenmolen sind damit wesentlich seltener, sie

haben meistens ein diploides Genom, partielle Blasenmolen sind meistens triploid



(Lawler, Pickthall et al. 1979). Diploide, also komplette Blasenmolen entstehen,
wenn eine kernlose Oozyte, mit einem oder zwei Spermien befruchtet wird. Das
Genom ist dann rein mannlich (Kajii and Ohama 1977). Nur sehr selten besitzen
komplette Blasenmolen die Gene beider Eltern (Fisher, Khatoon et al. 2000).
Triploide, also partielle Blasenmolen, entstehen, wenn zwei Spermien eine Oozyte
befruchten, daher beeinhalten sie zwei Genome des Vaters und ein Genom der
Mutter (Lawler, Fisher et al. 1982; Lawler, Povey et al. 1982).

Abbildung 1: Skizzierung der Entstehung von partiellen und kompletter Blasenmolen

Partial Hydatidiform Mole Complete Hydatidiform Mole
Cytogenetics - 2 Patermnal DNA Haploids Cytogenetics — Paternal DNA

o0 -

Z 23X
Z o
23X

Diandric triploidy

[}
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Legende: modifiziert nach Smith, H. O., E. Kohorn, et al. (2005). "Choriocarcinoma and
gestational trophoblastic disease." Obstet Gynecol Clin North Am 32(4): 661-84.

Die Blasenmole zeigt ein charakteristisches histologisches Bild. Morphologisch sind
die Zotten bei der Blasenmole hydropisch vergréert und teilweise in bis zu
haselnuf3grof3e Blaschen verwandelt. Der Embryo stirbt durch die mangelnde
GefaRversorgung fast immer ab. Der entartete Trophoblast bildet im UbermaR B-
hCG (bis zu 1 Million IE/l), was man sich diagnostisch zu Nutze macht. Das B-hCG
hat ebenso nach erfolgter Therapie eine wichtige Rolle, da es ahnlich wie ein
Tumormarker in engen Verlaufskontrollen bestimmt wird. Fir die Patientinnen
besteht das Risiko, eine invasive Blasenmole oder ein Chorionkarzinom zu
entwickeln, falls Reste des Gewebes der Blasenmole im Uterus verbleiben (Stauber
and Weyerstahl 2005). Dieses Risiko besteht zwar auch nach jeder komplikationslos
verlaufenden Schwangerschaft, ist aber vor allem bei kompletter Blasenmole erhéht
(Seckl, Fisher et al. 2000). Die Fertilitat von Patientinnen ist nach einer Blasenmole
nicht beeintrachtigt (Garner, Goldstein et al. 2007).
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1.3 Aufbau und Funktion der Plazenta

Die Plazenta dient hauptsachlich zur Versorgung des Feten mit Sauerstoff und
Nahrstoffen. Sie synthetisiert aber auch zahlreiche Steroidhormone, Peptidhormone
und Proteohormone, die direkt in den maternalen und auch, wenn doch geringer, in
den fetalen Kreislauf abgegeben werden. Vor allem in der zweiten Halfte der
Schwangerschatft, in welcher der Fetus sehr schnell wéchst, sind die Funktionen der
Plazenta unmittelbar den Bedurfnissen des Fetus angepasst, man kann daher von
einer fetoplazentaren Einheit sprechen (Desoye, Hartmann et al. 1997).

Der Aufbau der Plazentazotten beginnt ungeféahr am 13. Tag p.c. Es bilden sich
fingerartige Trabekel aus Trophoblastzellen, die sich langsam zu einem Zottenbaum
ausbreiten. So lange diese Zotten nur aus Trophoblasten bestehen, werden sie
priméare Zotten genannt. In der 5. SSW p.m. (etwa am 21. Tag p.c.) wandert
Mesenchym aus dem Embryoblasten zentral in die Zotten ein, sie werden ab
diesem Zeitpunkt sekundare Zotten genannt (Kingdom, Huppertz et al. 2000).
Innerhalb weniger Tage bilden sich die sogenannten Tertidrzotten, indem im Inneren

der Zotten fetale BlutgefaRe durch de-novo Angiogenese enstehen (Risau 1997).

Abbildung 2: Schematische Darstellung des Plazentakreislaufs

Zottenstamm

A\ e ~V. umbilicalis | Zottenstamm mit
A \Zottenast Asten abgeschnitten
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|
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Uterusvene

\
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| 1 ' i
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Fibrinoid Raum

Legende: Schematische Darstellung des Plazentakreislaufs (Welsch 2002) Sobotta Atlas
Histologie. Mlinchen, Jena, Urban & Fischer Verlag: p. 193

Die Angiogenese ist definiert als Formation neuer Blutgefal3e durch Erweiterung von

vorhandenen GefaRen in avaskuldre Bereiche. Im Uterus spielt die

11



(Neo-)Angiogenese eine wichtige Rolle, insbesondere waéhrend des
Menstruationszyklus, da stdndig neue GefalRe gebildet werden, um die Verluste

wahrend der Menstruation zu kompensieren (Sasaki, Masuda et al. 2000).

Innerhalb des ersten Trimenon sind der maternale sowie der fetale Blutzufluss in die
Plazenta eingeschrankt. Hustin und Jauniaux beschrieben anhand von
Hysterektomie-Praparaten, dass der intervillése Raum von der uterinen Zirkulation
komplett durch okkludierende Trophoblastzellen abgetrennt ist (Hustin, Jauniaux et
al. 1990). Dies fuhrt zu einem Sauerstoffgradienten in den betroffenen Geweben.
Die Embryogenese findet daher in relativ hypoxischen Verhéltnissen statt,
verglichen mit dem maternalen Gewebe (Rodesch, Simon et al. 1992). Im
intervillésen Raum befindet sich bis zum Aufbrechen der Okklusion eine azellulére
Flassigkeit, die wahrscheinlich aus Plasma und Sekret der endometrialen Driisen
besteht (Hustin and Schaaps 1987). Jauniaux et al. zeigten mittels vaginaler
Dopplersonografie, dass vor der 10. SSW kein maternaler intraplazentarer Blutfluss
im intervilldsen Raum darzustellen ist (Jauniaux, Jurkovic et al. 1991). Bei gesttrten
Frihschwangerschaften vor Ende des ersten Trimenon scheint die Plazenta in der
Dopplersonografie hingegen sogar hypervaskularisiert zu sein (Kurjak and Kupesic
1997).

Die in den tertidren Zotten vorhandenen Zytotrophoblasten proliferieren und
entwickeln sich entweder weiter zu Synzytiotrophoblasten oder zu extravillésen
Trophoblasten. Der Synzytiotrophoblast formt die &ussere Schicht der Chorionzotten
und ist fir den Gas- und Né&hrstoffaustausch, aber auch fir die Hormonproduktion
der Plazenta zustdndig (Forbes and Westwood 2008). Extravillose
Trophoblastzellen beginnen damit in die Dezidua der Geb&rmutter einzuwandern,
wo sie in die uterinen Spiralarteriolen eindringen (Lyall, Bulmer et al. 1999). Es
bilden sich mit mutterlichem Blut geflllite Lakunen (Jaffe, Jauniaux et al. 1997). In
der gestorten Frihschwangerschaft ist genau diese Trophoblasteninvasion
eingeschrankt, die Trophoblasten okkludieren daher die Spiralarterien nicht
ausreichend und es kommt zu einer verfrihten maternalen Vaskularisierung der
Plazenta (Hustin, Jauniaux et al. 1990).

Die Grenzflache zwischen miutterlichem und kindlichem Blut, auch
Plazentaschranke genannt, besteht in den Tertiarzotten nur noch aus dem villésen
Trophoblast, dem Stroma und dem fetalen Endothelium (siehe Abbildung 3),
(Kingdom, Huppertz et al. 2000). Die menschliche Plazenta ist vom hdmochorialen
Typ, das heisst, der fetale Trophoblast ,schwimmt“ direkt im mudtterlichen Blut

(Jauniaux, Hempstock et al. 2003).
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Abbildung 3: Aufbau und Struktur einer Zotte des ersten Trimenon
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Legende: Aufbau und Struktur einer Zotte des ersten Trimenon (Forbes and Westwood 2008)
"The IGF axis and placental function. a mini review." Horm Res 69(3): 129-37.

Der Synzytiotrophoblast ist ein mehrkerniges Zellkonglomerat, das selbst keine
transkriptionale Aktivitat besitzt. Er ist also wahrend der gesamten Schwangerschaft
von der Proliferation des darunterliegenden Zytotrophoblasten abhangig. Stérungen
dieser Regulierung finden sich z.B. bei Schwangerschaftskomplikationen wie der
Praeklampsie und intrauteriner Wachstumsretardierung (IUGR). Die genauen
Prozesse sind dabei noch nicht geklart (Forbes and Westwood 2008). Jauniaux et
al. konnten zeigen, dass in Zotten von Patientinnen mit einer Missed abortion die
Schicht der Synzytiotrophoblasten oft sehr diinn ist und dass die Zytotrophoblasten
abgeflacht sind (Jauniaux, Hempstock et al. 2003).

Der Synzytiotrophoblast ist weiterhin auch an der Produktion von Hormonen
beteiligt, die lebensnotwendig fur eine vitale Schwangerschaft sind. Dazu gehdren
z.B. das B-hCG (Chardonnens, Cameo et al. 1999) und die Wachstumsfaktoren
VEGF (vascular endothelial growth factor) und PIGF (placenta growth factor). Der
Beginn der Produktion von B-hCG ist deckungsgleich mit der Bildung des
Synzytiotrophoblasten (Kliman, Nestler et al. 1986).
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1.4 Erythropoetin und Erythropoetin-Rezeptor

Erythropoetin (Epo) ist ein Glykoprotein-Hormon mit einem Molekulargewicht von
zirka 30 kDa. Es besteht aus 165 Aminosauren und vier Kohlehydratgruppen.
Wichtig fur die molekulare Struktur sind die zwei Disulfidbriicken, die das Molekl
Epo stabilisieren und es ihm ermdglichen, an den Epo-Rezeptor zu binden. Werden
diese Brucken gespalten, verliert das Molekul seine biologische Aktivitat (Tilbrook
and Klinken 1999), (Lappin 2003).

Abbildung 4: Struktur von Erythopoetin
e O
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Legende: Struktur von Erythopoetin (Lappin 2003) "The cellular biology of erythropoietin
receptors.” Oncologist 8 Suppl 1: 15-8.

Erythropoetin wird, induziert durch eine arterielle Hypoxie, in der adulten Niere
produziert. Es fordert die Proliferation und Entdifferenzierung von erythroiden
Vorlauferzellen (Kim, Bogic et al. 2001). Aufgaben von Erythropoetin sind die
Kontrolle der Erythropoese im Knochenmark und der Schutz von zentralen
Neuronen vor hypoxischen Schaden (Yasuda, Masuda et al. 1998), (Acs, Xu et al.
2004). Wird zu wenig Erythropoetin produziert, kann der Hamoglobin-Wert auf unter
8 g/dl fallen, was zu einer Anamie mit Symptomen wie Mudigkeit und
Abgeschlagenheit fuhrt. Bei zu hohen Konzentrationen von Erythropoetin werden
hingegen zu viele Erythrozyten produziert. Diese Erkrankung nennt sich
Polycytamie und kann durch die erhéhte Viskositdit des Blutes zu

Gefalverschlussen fuhren (Lappin 2003).
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Das Gehirn produziert eine eigene Unterform des Erythropoetins, welches ein wenig
kleiner ist als das renale. Dies wirkt auf umliegende Zellen (parakrin), aber auch auf
die produzierenden Zellen selbst (autokrin) (Lappin 2003).

Der Erythropoetin-Rezeptor gehért zur Superfamilie der Zytokinrezeptoren, die sich
alle strukturell &ahneln (Tilborook and Klinken 1999). Er besteht aus einer
extrazellularen, einer transmembranen und einer intrazellularen Doméne. Die
Signalweiterleitung nach Bindung von Erythropoetin an seinen Rezeptor erfolgt
mittels Tyrosinphosphorylierung, welche eine intrazellulare Signalkaskade in Gang
setzt (Lappin 2003). Die Expression des Erythropoetin-Rezeptors wurde bereits in
folgenden Geweben nachgewiesen: Epikard, Perikard und Endothelzellen
(Anagnostou, Liu et al. 1994), Milz und Lunge (Fandrey and Bunn 1993), zentrales
Nervensystem, Zervix, Endometrium und Ovar (Yasuda, Fujita et al. 2001) und in

Trophoblastzellen von Plazenten des ersten Trimenon (Conrad, Benyo et al. 1996).

Abbildung 5: Struktur des Erythropoetin-Rezeptors

+ EPO binds to a functional
receptor, which is a homodimer.

Legende: Struktur des Erythropoetin-Rezeptors (Lappin 2003) "The cellular biology of
erythropoietin receptors." Oncologist 8 Suppl 1: 15-8.

Die Quelle des zirkulierenden Erythropoetins sowie dessen nicht-erythropoetische
Funktionen blieben fur lange Zeit unbekannt. Zu ihnen zahlt z.B. die Férderung der
Entwicklung der Plazenta und des Feten wahrend der (Frih-)Schwangerschaft.

Maternales Erythropoetin kann die Plazantaschranke nicht Uberwinden (Schneider
and Malek 1995). Beim Feten ist nicht die Niere die primare Quelle des
zirkulierenden fetalen Erythropoetins, sondern die Leber (Fahnenstich and Dame

1996). Bei Feten mit bilateraler Nierenagenesie waren bei der Geburt normale
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Erythropoetin-Werte im Plasma messbar (Widness, Schmidt et al. 1995). Es ist aber

durchaus moglich, dass auch noch andere Erythropoetin-Quellen bestehen.

Abbildung 6: Wirkungen von Erythropoetin und Erythropoetin-Rezeptor auf den Genitaltrakt
des Menschen und der Maus.

Mensch:

Erythropoetin und Erythropoetin-Rezeptor Expression spielen eine signifikante
Rolle in der Karzinogenese und Tumorprogression von Cervix- und
Endometrium Karzinomen (Acs, Zhang et al. 2003), (Acs, Xu et al. 2004).

Im Endometrium steigt die Erythropoetin und Erythropoetin-Rezeptor
Expression wahrend des Zyklus an und erreicht ein Maximum am Ende der
sekretorischen Phase (Acs, Xu et al. 2004).

Erythropoetin spielt eine Rolle bei der Angiogenese im Rahmen der
Umwandlung des funktionellen Endometriums wéhrend des weiblichen Zyklus.
Dies geschieht nicht systemisch, sondern autokrin/parakrin. Steroide aus dem
Ovar kdnnten dabei die Erythropoetin-Produktion stimulieren (Yokomizo,
Matsuzaki et al. 2002), (Sasaki, Masuda et al. 2000).

Eine Erythropoetin und Erythropoetin-Rezeptor Expression wurde auch in
peritonealen Endometrioseherden gefunden. Es liegt nahe, dass Erythropoetin
eine Rolle in der Pathophysiologie der Endometriose spielen kdnnte
(Matsuzaki, Canis et al. 2003).

In Uterusmyomen wurde ebenso eine Erythropoetin und Erythropoetin-
Rezeptor Expression nachgewiesen, sodass man auch hier von einem Effekt in
der Angiogenese von Myomen ausgehen kann (Pollio, Staibano et al. 2005).

Maus:

Die hypoxisch induzierte Produktion von Erythropoetin im Mausuterus ist auf
die Anwesenheit von 17p-Estradiol (E;) angewiesen (Masuda, Kobayashi et al.
2000).

In den Maustuben ist eine hypoxisch induzierte Erythropoetin mMRNA
Expression nachweisbar, sowohl in An- als auch in Abwesenheit von E;.
Sowohl die Ampulle als auch der Isthmus der Tube produzieren Erythropoetin.
Eventuell spielt Erythropoetin auch eine Rolle bei der Befruchtung und der
Spermienkapazitation (Masuda, Kobayashi et al. 2000).

Auch im Mausovar lasst sich eine Erythropoetin mRNA Expression
nachweisen, die Ez-induzierte Stimulation wurde aber nur in den Tuben
gefunden (Masuda, Kobayashi et al. 2000).

Legende: Wirkungen von Erythropoetin und Erythropoetin-Rezeptor auf den Genitaltrakt des
Menschen und der Maus. Nach Haag, P., N. Hanhart, et al. (2003). Gynakologie und Urologie
fir Studium und Praxis. Breisach am Rhein, Medizinische Verlags- und Informationsdienste: p
47.

16



1.5 Leptin-Rezeptor

Leptin, abgeleitet aus dem Griechischen Aemrtog (leptos) fur dinn (Sabogal and
Munoz 2001), wurde urspringlich als ein von Adipozyten abstammendes Protein
identifiziert und ist zustandig fir die Sattigungsregulierung und den Energiehaushalt
im menschlichen Korper (Toth, Hornung et al. 2007). Im Jahre 1997 entdeckten
Masuzaki et al., dass auch die Plazenta in der Lage ist, Leptin zu produzieren
(Masuzaki, Ogawa et al. 1997). Zwei Jahre spéter fanden Bodner et al. eine Leptin-
Rezeptor mRNA Expression in der Plazenta die wahrend der Schwangerschaft
ansteigt (Bodner, Ebenbichler et al. 1999).

Der Leptin-Rezeptor gehort zur Klasse | der Zytokinrezeptor-Superfamilie (Tartaglia
1997). Die genetische Sequenz stimmt zu mehr als 70% bei den bereits
untersuchten Spezies (Maus, Mensch) Uberein (Ruiz-Cortes, Men et al. 2000).
Leptin-Rezeptoren wurden bereits im Hypothalamus und in gonadotropen Zellen der
Hypophyse bei Ratten und Mausen (Jin, Zhang et al. 2000), in interstitiellen Zellen
des menschlichen Ovars (Karlsson, Lindell et al. 1997) und im Endometrium
nachgewiesen (Kitawaki, Koshiba et al. 2000). Zudem konnten Hoggard et al.
zeigen, dass auch der plazentare Trophoblast Leptin und Leptin-Rezeptoren
exprimiert. Dieses Leptin tragt zur schwangerschaftsassoziierten Hyperleptindmie
bei, die besonders im zweiten und dritten Trimenon nachweisbar ist. Die
Leptinproduktion konnte dabei autokrin und parakrin die Proliferation und
Differenzierung des Trophoblasten regulieren (Hoggard, Hunter et al. 1997). Die
plazentare Leptinproduktion in den Zotten ist allerdings im ersten Trimenon héher
als im dritten (Masuzaki, Ogawa et al. 1997).

Sagawa et al. untersuchten 1997 die Expression von Leptin bei Blasenmolen. Sie
fanden dabei eine erhdhte Expression von Leptin in Trophoblastzellen, weshalb sie
Leptin eine pathophysiologische Rolle als lokaler Regulator bei Blasenmolen
zusprachen (Sagawa, Mori et al. 1997).

Der Leptin-Rezeptor besitzt diverse Unterformen, z.B. Ob-Ra, Ob-Rb and Ob-Re.
Ob-Re ist eine l6sliche Form des transmembranen Rezeptors (Lewandowski, Horn
et al. 1999). Die langen Unterformen sind fir die Signaltransduktion zustandig. Die
lange Form des Leptin-Rezeptors funktioniert dhnlich wie ein Zytokinrezeptor
(Hassink, de Lancey et al. 1997) und wurde in Lunge, Niere, Leber und

Skelettmuskulatur (Tartaglia, Dembski et al. 1995), sowie im Herzen, in Plazenta,
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Milz, Thymus, Prostata, Hoden, Ovar, Dinn- und Dickdarm nachgewiesen (Cioffi,
Shafer et al. 1996).
Leptin wirkt sich auf zahlreiche Systeme des menschlichen Korpers aus, einige

Beispiele sind in Abbildung 7 aufgefuhrt.

Abbildung 7: Physiologische Funktionen von Leptin
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Legende: Physiologische Funktionen von Leptin. (Sagawa, Yura et al. 2002) "Possible role of
placental leptin in pregnancy: a review." Endocrine 19(1): 65-71.

Etwa 50% des zirkulierenden Leptins ist an Plasmaproteine gebunden. Dies ist der
entscheidende Faktor fur den steady-state der Plasma-Leptinwerte (Toth, Hornung
et al. 2007). Die Plasma-Leptinwerte korrelieren dabei direkt mit den im Kdorper
gemessenen Fettdepots (Hassink, de Lancey et al. 1997).

Weitere Studien haben nachgewiesen, dass Leptin auch bei der Angiogenese
(Bouloumie, Drexler et al. 1998), bei Entziindungsprozessen, der Hamatopoese, der
Immunmodulation (Fantuzzi and Faggioni 2000) und der Fortpflanzung (Mantzoros
2000) eine wichtige Rolle spielt. Es steigert dosisabhangig die Expression von
immunoreaktiver MMP-2 (Matrixmetalloproteinase) und fFN (fetales Fibronektin) und
verstarkt die Aktivitdt von MMP-9 in kultivierten Zytotrophoblastzellen (Sagawa,
Yura et al. 2002), (Castellucci, De Matteis et al. 2000). Ausserdem beeinflusst es
den Glukosemetabolismus, indem es die Insulinsensitivitat erh6ht (Sagawa, Yura et
al. 2002).

Umgekehrt erhoht Insulin die Leptinproduktion (Wabitsch, Jensen et al. 1996). Dies

konnte zum Abfall der Plasmaleptinwerte wahrend des Fastens beitragen und
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konnte deshalb die Hyperleptindmie erklaren, die bei einer peripheren
Insulinresistenz besteht (Mantzoros 1999).

Es wird deutlich, dass Leptin und Insulin sich wechselseitig beeinflussen. Yamashita
et al. konnten nachweisen, dass schwangere Mause mit einer bestehenden
Mutation des Leptin-Rezeptors, einen schwangerschafts-assoziierten Diabetes
mellitus entwickeln (Yamashita, Shao et al. 2001). Moglicherweise ist eine
Dysregulation des Leptin- und Insulin-Metabolismus an der Pathogenese einer
gestorten Schwangerschaft mit beteiligt. Die Leptin-Rezeptor und Insulin-Rezeptor
Expression sind mdgliche Parameter flr eine endokrine Kontrolle auf plazentarer

und fetaler Ebene.
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1.6 Insulin-Rezeptor

Das Protein Insulin wird in den fB-Zellen der Langerhans-Inseln im Pankreas
produziert. Es besteht aus einer A-Kette mit 21 Aminosauren und einer B-Kette mit
30 Aminoséauren, die Uber 2 Disulfidbriicken miteinander verbunden sind. Insulin ist
bekannt fur seine Steigerung der anabolen Stoffwechselvorgange im Korper, wie
z.B. die Glykogen-, Lipid- und Proteinbiosynthese (Renz-Polster and Braun 2000).
Wird Insulin nicht mehr produziert (absoluter Insulinmangel) oder besteht eine
Insulinresistenz im peripheren Gewebe (relativer Insulinmangel), spricht man vom
Krankheitshild des Diabetes mellitus (Herold 2004).

Der Insulinrezeptor ist ein Glykoprotein, das zu den Tyrosinkinase-Rezeptoren
gehdrt. Die Hauptaufgabe des Rezeptors liegt in der Regulierung metabolischer
Prozesse. Dies unterscheidet ihn von anderen Tyrosinkinase-Rezeptoren, die
hauptsachlich fur Zellwachstum und —differenzierung zusténdig sind (Lee and Pilch
1994). Der Insulin-Rezeptor besitzt zwei extrazellulare a-Einheiten (135 kDa) und
zwei B-Einheiten (95 kDa). Die a-Einheit bindet den Liganden (Insulin) und die B-
Einheit leitet das Signal in die Zelle weiter (Zick 1989), (Leconte, Auzan et al. 1992).
Nachgewiesen wurde der Insulinrezeptor in zahlreichen Geweben, z.B. innerhalb
der Plazenta im villdsen Trophoblasten und im Endothel der fetalen Gefalie

(Desoye, Hartmann et al. 1997).

Abbildung 8: Struktur des Insulin-Rezeptors mit den a- und [B-Einheiten (links) und
Konformationsanderung bei Bindung des Liganden Insulin (rechts)
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Legende: Struktur des Insulin-Rezeptors mit den a- und pB-Einheiten (links) und
Konformationsanderung bei Bindung des Liganden Insulin aus (Ward, Lawrence et al. 2007)
"The insulin and EGF receptor structures: new insights into ligand-induced receptor activation."”
Trends Biochem Sci 32(3): 129-37. und (Ward, Lawrence et al. 2008) "Structural insights into
ligand-induced activation of the insulin receptor.” Acta Physiol (Oxf) 192(1): 3-9.
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Der Plasma-Insulinwert steigt im Verlauf der Schwangerschaft an (Desoye,
Schweditsch et al. 1987) und die Glukosetoleranz im Gewebe ist reduziert (Kuhl
1975). Dies legt ein vermindertes Ansprechen des insulin-sensitiven Gewebes nahe
(Yamashita, Shao et al. 2000). Der Mechanismus dieses verminderten Ansprechens
liegt auf der Rezeptorebene, betrifft also das Binden des Liganden Insulin an
dessen Rezeptor (Lazaro, Garcia et al. 2002).

Vor allem im Zusammenhang mit schwangerschaftsassoziiertem Diabetes mellitus
wurden die Wirkungen von Insulin und des Insulin-Rezeptors bereits in diversen
Studien untersucht. Beim Krankheitsbild des Gestationsdiabetes ist die Bindung von
Insulin an den Insulin-Rezeptor vermindert, die Affinitdt zum Rezeptor bleibt jedoch
gleich (Duran-Garcia, Nieto et al. 1979). Desoye et al. fanden eine erhthte
Expression der Insulinrezeptoren in Synzytiotrophoblasten von Patientinnen mit

Gestationsdiabetes, die didtetisch eingestellt waren (Desoye, Hofmann et al. 1992).

1.7 Zielsetzung

Die hier beschriebenen Faktoren sind nach dem jetzigen Stand der Forschung
wichtig in der Physiologie einer Schwangerschaft. Eine erfolgreiche Implantation
erfordert ein Gleichgewicht zwischen Koagulation, Fibrinolyse und Angiogenese
(Buchholz and Thaler 2003). Wie in der Einfihrung dargestellt scheinen
Erythropoetin, Erythropoetin-Rezeptor, Leptin-Rezeptor und Insulin-Rezeptor hierbei
eine wichtige Rolle spielen. Daher konzentriert sich die vorliegende Arbeit auf die
Untersuchung der Expression auf Protein und mRNA-Ebene von Erythropoetin,
Erythropoetin-Rezeptor, Leptin-Rezeptor und Insulin-Rezeptor in der normalen und
gestorten Frihschwangerschaft, insbesondere bei (rezidivierenden) Aborten sowie

Blasenmolen.
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2. Materialien und Methoden

2.1. Material

Das verwendete Gewebe fir die Immunhistochemie stammt aus archivierten
Gewebeblécken von Patientinnen, die sich in der Frauenklinik der Ludwig-
Maximilians-Universitat, Campus Maistrasse, einer therapeutischen Kirettage
unterzogen. Indikation fir diese Kirettage war entweder eine Missed abortion, die
Diagnose einer Blasenmole, ein medizinisch indizierter Abort oder ein gewinschter
Schwangerschaftsabbruch nach 8218 StGB. Das frische RNA-Gewebe stellte uns
freundlicherweise die Praxis Friedrich Stapf in Mtinchen zur Verfigung.

Die induzierten Aborte sowie die Abruptiones wurden zur Kontrollgruppe
zusammengefasst, wahrend die Abortgruppe und die Gruppe der Blasenmolen die
Studiengruppen darstellten. Das Gewebe stammte jeweils aus den
Schwangerschaftswochen 6-12.

Genehmigt wurde diese Dissertation durch die Ethikkommision (Projekthummer:
337-06)

Demographische und klinische Daten der Studienpatientinnen sind in Tabelle 3

dargestellt.

Tabelle 3: Demographische und klinische Daten der Studienpatientinnen

Normale
Schwangerschaft
n=14

Blasenmole
n=14

Abort
n=14

Miutterliches

27.6 + 7.4 (16-43)

30.9 + 6.0 (22-41)

31.0 £ 5.1 (23-40)

Alter
SSwW 8.6 +1.8 (6-12) 8.9+1.8(6-12) 8.9+1.7 (6-12)
Graviditat 2.6 +1.5 (1-6) 2.8+1.6(1-7) 2.0+1.1(1-4)
Paritat 0.9 +1.0 (0-3) 0.6 + 1.4 (0-5) 0.4 +0.5 (0-1)
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Insgesamt wurden 42 histologische Praparate pro Antikorper gefarbt, d.h. 168
Schnitte insgesamt sowie die jeweiligen Positivkontrollen. Die genaue Menge der
Schnitte pro SSW ist Tabelle 4 zu entnehmen.

Als Positivkontrolle wurde fiir Erythropoetin (Epo) Nierengewebe verwendet, fiir den
Erythropoetin-Rezeptor (Epo-R) spatsekretorisches Endometrium. Terminplazenten
dienten als Positivkontrollen fir den Leptin- und Insulin-Rezeptor. Fir Letzteren

wurden zusétzlich Schnitte aus Pankreasgewebe mitgefarbt.

Tabelle 4: Menge der histologischen Schnitte

Menge der Schnitte
Schwangerschaftswoche Kontrolle Abort Blasenmole

6. Woche 2 1 1

7. Woche 1 3 2

8. Woche 3 2 3

9. Woche 3 3 3

10. Woche 2 2 2

11. Woche 2 2 2

12. Woche 1 1 1

n=14 n=14 n=14

2.1.2 Aufbereitung der Paraffinschnitte

Von den archivierten Paraffinblocken wurden mit Hilfe des Schlittenmikrotoms
jeweils 2-3 um dicke Gewebeschnitte gewonnen und nach Glattung im Streckbad in
45C warmen destillierten Wasser auf speziell fir die Immunhistochemie
beschichtete Objekttrager (Superfrost Plus, Fa. Langenbrinck) aufgezogen. Um eine
bessere Haftung zu gewahrleisten, wurden die Schnitte zusatzlich zur Beschichtung
Uber Nacht bei 56-58C im Brutschrank getrocknet. Bis zur eigentlichen
immunhistochemischen Versuchsreihe wurden die Schnitte nummeriert und in

Objekttragermappen aufbewahrt.
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Abbildung 9: Gebrauchslésungen

3%iges H,0, fur Paraffinschnitte: 150 ml Methanol + 4,5 ml H,0,

Natrium-Citratpuffer: 18 ml Losung A + 82 ml L6ésung B + 900 ml Aqua dest.:
e Ldsung A: 21,01g 0,1M Citronenséaure + 11 Aqua dest.
e Ldsung B: 29,419 0,1M Na-Citrat + 11 Aqua dest.
Vectastain Elite IgG-Kits:
» Blockierungsserum: 3 Tropfen Normalserum + 10ml steriles PBS
e Sekundarantikdrper: 3 Tropfen Normalserum + 1 Tropfen Anti-
mouse-1gG (bzw. Anti-rabbit, Anti-sheep) + 10ml Dako-
Verdinnungsmedium
* ABC-Komplex: 4 Tropfen Reagenz A + 4 Tropfen Reagenz B + 10ml
steriles PBS (30 min vor Gebrauch ruhen)

DAB (3,3 Diaminobenzidin): 3 Tropfen DAB Chromogen + 3ml Pufferkonzentrat
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2.2 Immunhistochemie

2.2.1 Prinzip der Immunhistochemie

Das Prinzip der Immunhistochemie beruht auf der Spezifitat von Antikdrpern, mit
deren Hilfe man die Verteilung von Antigenen im histologischen Schnitt sichtbar
machen kann.

Im histologischen Schnitt binden die Antikérper das fir sie spezifische Antigen an
dessen Ursprungsort. Um diese Bindung sichtbar zu machen, werden sekundare,
markierte Antikdrper eingesetzt, die wiederum an den primaren Antikdrper gekoppelt
sind. Markiert werden die sekundaren Antikdrper mit Farbstoffen oder Enzymen.
Bindet nun also der gekoppelte primare Antikdrper an sein Antigen, kann man diese

Bindung histochemisch sichtbar machen (Noll and Schaub-Kuhnen 2000).

2.2.2 Antikorper

Der Erythropoetin-Antikérper (Epo), der Erythropoetin-Rezeptor-Antikdrper (Epo-R)
sowie der Insulin-Rezeptor-Antikdrper (CD 220) wurden von der Firma AbD Serotec,
Oxford, Grol3britannien bezogen. Der Leptin-Rezeptor-Antikdrper ist ein Produkt der

Firma R&D Systems, Minneapolis, USA. Eine Ubersicht ist in Tabelle 5 zu finden.

Tabelle 5: Verwendete Antikdrper, deren Verdinnung und Hersteller

Antikérper Isotyp Klon Verdinnung Hersteller
Erythropoetin Kaninchen 1gG Polyklonal 1:400 Aggfosrzrolj?f'
Erythropoetin- : AbD Serotec,

Rezeptor Schaf IgG Polyklonal 1:1000 Oxford, UK
Leptin-Rezeptor Ziege 1gG Polyklonal 1:1000 M?\iga?cﬁitsenassl A
Insulin-Rezeptor | Kaninchen IgG | AHP 1216 1:20 Aggf ciﬁmljf(c'
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2.2.3 Avidin-Biotin-Methode

Die immunhistochemische Darstellung erfolgte nach der Avidin-Biotin-Methode.
Diese Technik beruht auf der Affinitdt von Avidin zu Biotin. Avidin ist ein
Glykoprotein, das aus Huhnereiwei3 gewonnen wird. Es besitzt 4 Bindungsstellen
fur Biotin. Aufgrund unspezifischer Reaktionen wird nun auf gentechnologischen
Wege ein reineres Produkt, das Streptavidin, gewonnen. Es wird aus dem
Bakterium Streptomyces avidinii isoliert.

Fur die Avidin-Biotin-Methode wird ein biotinylierter (mit Biotin markierter)
Briickenantikorper verwendet. Biotin ist ein wasserldsliches Vitamin, das leicht an
den Brickenantikdrper gekoppelt werden kann und so die Verbindung zum ABC-
Komplex herstellt. An den biotinylierten Brickenantikorper kann nun der ABC-
Komplex (siehe Abbildung 9) binden. An drei von vier mdglichen Bindungsstellen
des Avidins wird je ein Molekl Biotin gebunden. An diesen Komplex wird ein Enzym
gekoppelt, in diesem Fall Peroxidase.

Dadurch kommt es zu einer Farbreaktion, da das Enzym Peroxidase und dem
jeweilgen Chromogen (DAB) ein Farbprodukt bildet. Katalysator bei dieser Reaktion
ist H,O, (Noll and Schaub-Kuhnen 2000).

Abbildung 10: Der Avidin-Biotin-Komplex

(Strapt-) Avidin
+  Biotin-Enzymkomplex
// ?.,3 Brickenantikarper, s

biaotinyliert 3 i + 1 X = @Dlep

Primarantikorper

A

4

/ Biotrmdiertes  (Strept-) (Strept-) Avidin

R B s : .
. . Artigen Enzym Axvidin Biotin-Enzymlaomple

Legende: Avidin-Biotin-Komplex (schematisch); modifiziert nach Noll, S. and S. Schaub-
Kuhnen (2000). Praxis der Immunhistochemie. Miinchen, Jena, Urban & Fischer Verlag: pp.
17-18.

Nach Entparaffinierung der Schnitte, Freilegung der Bindungsstellen durch
Hitzevorbehandlung oder Proteinase K und Hemmung der unspezifischen
Hintergrundreaktion mit Normalserum von Kaninchen, Schaf oder Maus wurden die

Schnitte in folgender Reihenfolge inkubiert:
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Primarantikorper

Biotinylierter Sekundarantikorper

Vectastain ABC-Reagenz

Peroxidasesubstrat Diaminobenzidintetrahydrochlorid (DAB)

PwonPE

2.2.4 Schema der immunhistochemischen Farbung

Schnitte entparaffinieren fir 15 Minuten in Xylol
Blockierung der endogenen Peroxidase durch 3%iges H,O, in Methanol fur
20 Minuten bei Raumtemperatur (RT)
3. Schnitte hydratisieren
4. Eur Erythropoetin und Erythropoetin-Rezeptor:
Demaskierung durch Hitzevorbehandlung mit Na-Citratpuffer pH 6,0 fir 5
Minuten
Fir Leptin-Rezeptor:
Demaskierung mit Proteinase K, Fa. Qiagen, Verdiinnung 1:1000 in
destilliertem H,O fir 30 Minuten bei RT
Fdr Insulin-Rezeptor:
Demaskierung durch Hitzevorbehandlung mit EDTA-Puffer pH 9,0 flr 5 min
5. Spilen in PBS-Puffer, pH 7,4
6. Fur Erythropoetin, Erythropoetin-Rezeptor und Insulin-Rezeptor:
Inkubation mit verdiinntem Blockierungsserum fiir 20 Minuten bei RT
Fir Leptin-Rezeptor:
Inkubation mit Ultra V Block, Fa. Lab Vision, fir 45 Minuten bei RT
7. Abkippen des Blockierungsserums, bzw. des Ultra V Blocks, nicht spilen
Fur Erythropoetin, Erythropoetin-Rezeptor und Leptin-Rezeptor:
Inkubation mit der Prim&rantikdrperlésung fir 60 Minuten bei RT
Fir Insulin-Rezeptor:
Inkubation der Schnitte mit der Primarantikérperldsung fir 16 Std bei 4C
8. Spulen in PBS-Puffer
9. Inkubation mit verdiinntem biotinylierten Zweitantikdrper fur 30 min bei RT
10. Spulen in PBS-Puffer
11. Inkubation mit dem Avidin-Biotin-Komplex fur 30 Minuten bei RT
12. Spulen in PBS-Puffer
13. Substratfarbung mit DAB + Chromogen, Fa. Dako, fir 2 Minuten bei RT
14. Spulen mit Aqua dest.
15. Gegenfarbung mit saurem Hamalaun nach Mayer flr 2 min, anschliel3end in
Leitungswasser blauen fir 5 min
16. Aufsteigende Alkoholreihe bis Xylol
17. Eindecken mit Eukitt

N

2.2.5 Auswertung

Die immunhistochemisch gefarbten Schnitte wurden mit einem Leitz Fotomikroskop
(Wetzlar, Deutschland) ausgewertet. Die jeweiligen Zellen wurden erst mit geringer

VergroRBerung (10x) aufgesucht und danach mit starkerer Vergrol3erung (25x)
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bewertet. Zur mikroskopischen Auswertung wurde der Immunoreaktive Score (IRS-
Score) verwendet. (Remmele and Stegner 1987) Dieser semiquantitative Score
berticksichtigt die beiden Parameter Farbeintensitat (staining intensity = Sl) und
Prozentsatz der immunhistochemisch positiv angefarbter Zellen (PP) und setzt sie

beide miteinander ins Verhéaltnis.

Farbeintensitét (Sl) der betrachteten Zellen:

0 = keine Farbreaktion

1 = schwache Farbeintensitat
2 = maBige Farbeintensitat

3 = starke Farbeintensitat

Prozentsatz positiv angefarbter Zellen:

0 = keine positiven Zellen

1 =<10 % positive Zellen

2 =10-50 % positive Zellen

3 =51-80 % positive Zellen

4 = > 80 % positive Zellen
Fur die Berechnung des IR-Scores wurde nun die Farbeintensitdt mit dem
Prozentsatz der gefarbten Zellen multipliziert; der IR-Score konnte demnach Werte
von 0 bis 12 annehmen.
Es ergaben sich folgende Expressionsgrade:

0 = keine Expression
1-3 = schwache Expression
4-8 = maRige Expression
9-12 = starke Expression

Mit Hilfe eines Digitalkamera-Systems der Firma JVC (Japan) konnten
Fotoaufnahmen der gefarbten Zellen erstellt und als jpeg-Datei auf dem PC

gespeichert werden.

Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe des Computerprogramms SPSS flr
Windows® (Social Sciences Computer Software Version 15; SPSS Inc., Chicago, IL,
USA). Der Mann-Whitney-U-Test wurde zum Vergleich der Werte der IRS-Scores
angewandt. Verglichen wurden jeweils die Kontrollen mit den Aborten, sowie die
Kontrollen mit den Blasenmolen. Ein p-Wert <0.05 wurde als statistisch signifikant

erachtet.
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2.3 Real Time Reverse Transcription-PCR

2.3.1 Prinzip der Real Time RT-PCR

Die Real Time RT-PCR, oder auch quantitative Echtzeit-RT-PCR ist eine
Vervielfaltigungsmethode fir Nukleinsauren, die auf dem Prinzip der herkdmmlichen
Polymerase-Ketten-Reaktion beruht. Zusatzlich ist hierbei jedoch die gleichzeitige
Quantifizierung der gewonnenen DNA moglich. Diese Quantifizierung wird durch
Fluoreszenz-Messungen vorgenommen, die bereits wahrend des PCR-Zyklus
erfasst werden. Die entstehende Fluoreszenz nimmt proportional mit der Menge der
PCR-Produkte zu (Holzapfel 2007).

2.3.2 RNA-Extraktion und Reverse Transkription

Es wurde plazentares Gewebe von 6 Aborten und ebenso 6 Abruptiones der 7. —
12. SSW fur die Extraktion der mRNA aufbereitet.

Die Gewinnung der mRNA aus dem Gewebe verlief nach folgendem Protokoll:

1) 15 ml Flacon mit 1 ml Quiazol Lysis Reagenz fiillen um die Zellen zu lysieren.
Danach ca. 80 mg plazentares Gewebe hineingeben

2) Gewebe auf Eis mit Ultraschall zerkleinern und bei RT 5 min stehen lassen

3) 200 pl Chloroform hinzufligen, schitteln und danach 3 min bei RT stehen lassen
4) 15 min zentrifugieren

Es entstehen drei Phasen: obere/farblose= RNA, mittlere/weisse= Interphase,

untere/rote= organische Phase

Die nun extrahierte mRNA wurde nach Standardprotokoll mit dem NucleoSpin®
RNAII Kit (Macherey-Nagel, Diren, Deutschland) weiterbehandelt. Um eine RT-
PCR durchfiihren zu kdnnen, musste die vorhandene mRNA mittels reverser
Transkription in cDNA umgeschrieben werden. Die reverse Transkription wurde mit
dem ,High capacity cDNA Reverse Transcription Kit“ der Firma Applied Biosystems,
Weiterstadt, Deutschland, durchgefiihrt. Nach dem Standardprotokoll am
Mastercycler Gradient der Firma Eppendorf, Hamburg, Deutschland, waren die
Zyklen wie folgt: 10 min bei 25T, 2 h bei 37C, 5 s bei 85C, danach bei 4C auf
hold.
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2.3.2 Real Time RT-PCR nach TagMan ©

Die Real Time Reverse Transcription-PCR wurde in einer Mikrotiter-Platte mit
insgesamt 96 wells durchgefihrt. In jedes well wurde ein Volumen von 20 ul
pipettiert. Dieses setzte sich zusammen aus je 1 ul TagMan® Gene Expression
Assay Mix 20fach konzentriert, 10 pl TagMan® Fast Universal PCR Master Mix
2fach konzentriert (beide Firma Applied Biosystems, Weiterstadt), 1 ul Template fur
Epo und Epo-R und 2 yl Template fur Leptin-R und Insulin-R. Auf insgesamt 20 ul
Gesamtvolumen wurde mit H,O (DEPC behandeltes DI Wasser der Firma Sigma,

Taufkirchen, Deutschland) aufpipettiert.

Tabelle 6: Pipettierschema fiir die Mikrotiter-Platte der RT-PCR

Menge fir 1 Reaktion (pro well)

TaqMan® Gene Expression Assay Mix

1l

TaqMan® Fast Universal PCR Master Mix

10 pl

Template = Probe

je 1 ul fur Epo und Epo-R
je 2 ul fur Leptin-R und Insulin-R

H,0 je 8 ul fur Epo und Epo-R
je 7 ul fur Leptin-R und Insulin-R
Total 20 ul

Die Thermozyklen im Applied Biosystems 7500 Fast Real-Time PCR-Gerat verliefen
wie folgt: 20 s bei 95 C, gefolgt von 40 Zyklen Am plifikation mit 3 s bei 95 T und
30 s bei 60 C.

Die Quantifizierung erfolgte mit der 2%“-Methode mit Glyceraldehydphosphat-
dehydrogenase (GAPDH) als Housekeeping-Gen.

Die Berechnung wurde folgendermal3en durchgefihrt:

1. Schritt: Normalisierung auf die endogene Kontrolle (GAPDH)
Ct (Zielgen) — Ct (Housekeeping-Gen) = ACt

2. Schritt: Normalisierung auf die Kalibratorprobe (Kontrollgruppe)
ACt (Probe) — ACt (Kalibrator) = AACt

3. Schritt: Formel zur relativen Quantifizierung

2-AACt

Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe des Computerprogramms SPSS fir
Windows® (Social Sciences Computer Software Version 15; SPSS Inc., Chicago, IL,
USA). Der Mann-Whitney-U-Test wurde zum Vergleich der Werte angewandt.
Verglichen wurden jeweils die Kontrollen mit den Aborten. Ein p-Wert <0.05 wurde

als statistisch signifikant erachtet.
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2.4 Immunfluoreszenz-Doppelfarbung

2.4.1 Prinzip der Immunfluoreszenz-Doppelfarbung

Zur weiteren Charakterisierung der plazentaren Zellen wurde eine
Immunfluoreszenz-Doppelfarbung an Gefrierschnitten von Ersttrimesterplazenten
durchgefiuhrt. Die Immunfluoreszenz-Doppelfarbung ist eine anschauliche Methode,
um die simultane Expression zweier Proteine nachzuweisen. In unserem Fall
fungierte Cytokeratin 7 als spezifischer Marker fur extravillése Trophoblasten und

Prolaktin fur deziduale Driisenzellen.

2.4.2 Durchfuhrung der Immunfluoreszenz-Doppelfarbu ng

Zuerst wurden die bei —80° C gelagerten Objekttrage r mit Alufolie zugedeckt und
danach 10 min bei RT aufgetaut. Anschliessend wurden sie ca. 20 min getrocknet.
Daraufhin folgte eine Fixierung mit Aceton fur 5 min bei RT und ein abermaliges

Trocknen der Praparate mit anschlie3ender Spulung in PBS 3x 2 min.

Zur Absattigung elektrostatischer Ladungen von Proteinen, wodurch eine
unspezifische Anfarbung verhindert werden sollte, wurden die Schnitte 15 min bei
RT mit Ultra V Block inkubiert. Das Blockierungsserum wurde nur abgeklopft, nicht
mit PBS gespdlt, um die Bindungsstellen nicht wieder freizulegen. Nun wurden die

Schnitte mit den Primarantikorpern inkubiert.

Der Erythropoetin-Antikérper wurde 1:400 und der Erythropoetin-Rezeptor-
Antikérper 1:1000 verdinnt und fir jeweils 60 min bei RT auf die Schnitte
aufgetragen. Der Leptin-Antikdrper wurde 1:2000 und der Insulin-Antikérper 1:20
verdinnt und Uber Nacht (ca. 16 h) im Kihlschrank bei 4° C inkubiert. Nach der
Inkubation wurde erneut 3x 2 min mit PBS gespult. Nun wurden die Schnitte mit

dem Antikérper fur Cytokeratin 7 bzw. fir Prolaktin inkubiert.

Fur die Schnitte mit Erythropoetin-, Erythropoetin-Rezeptor- und Leptin-Rezeptor-
Antikorper wurde CK7 1:100 verdunnt, fur den Insulin-Rezeptor-Antikdrper 1:30.
Anschliessend wurden die Schnitte fir 60 min bei RT inkubiert. Prolaktin wurde fur
den Insulin-Rezeptor und Leptin-Rezeptor 1:500 verdiinnt und ebenfalls 60 min bei

RT inkubiert. Danach wurde wieder 3x 2 min mit PBS gesplilt.
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Ab jetzt wurde im Dunklen gearbeitet, da die Fluoreszenzfarbstoffe, mit denen die
Antikdrper markiert sind, bei Helligkeit ausbleichen. Die Sekund&rantikdrper waren
jeweils mit den Farbstoffen Cy2 (grtin) oder Cy3 (rot) markiert. Sie wurden gemischt
und fir Erythropoetin und Erythropoetin-Rezeptor 40 min und fir den Leptin- sowie

Insulin-Rezeptor 30 min bei RT inkubiert.

Es wurde folgendes Inkubationsschema eingehalten:

e Erythropoetin:
Ziege-Anti-Kaninchen Cy3 1:300
CK7: Ziege-Anti-Maus Cy2 1:100
e Erythropoetin-Rezeptor:
Esel-Anti-Schaf Cy3 1:200
CK7: Ziege-Anti-Maus Cy2 1:100
e Leptin-Rezeptor:
Ziege-Anti-Maus Cy2 1:100
CK7: Ziege-Anti-Kaninchen 1:500 und Prolaktin: Ziege-Anti-Kaninchen Cy3
1:500
e Insulin-Rezeptor:
Ziege-Anti-Kaninchen Cy2
CK7: Ziege-Anti-Maus Cy3 1:500 und Prolaktin: Ziege-Anti-Maus Cy3 1:500

Anschliessend wurden die Schnitte nochmals mit PBS fir 3x 2 min gespult und
dann im Dunkeln getrocknet. Eingedeckt wurden die Schnitte mit Mounting Medium
fur Fluoreszenz mit dem Kernfarbstoff DAPI (4,6Diamino-2-Phenylindol) der Firma

Vector, Burlingame, USA.
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Tabelle 7: verwendete Antikdrper der Immunfluoreszenz-Doppelfa  rbung

Antikérper Isotyp Klon Verdunnung Hersteller
Erythropoetin Kaninchen 1gG Polyklonal 1:400 Agl)?fosrﬁr'olﬂi"’
Ery;hg;’gggri”' Schaf 1gG Polyklonal 1:1000 Ag')?f g‘zroa‘ff

Leptin-Rezeptor Ziege 1gG Polyklonal 1:2000 Mﬁ%\ga?)ﬁizn&%é A
Fi’;i‘é';)rt‘c')r Kaninchen IgG | AHP 1216 1:20 Ag‘)?f iﬁf"lﬁc’
CK7 fUrRLeptin- Kaninchen IgG Polyklonal 1:100 Biotescarl\rr‘:;cg;,ZUSA

Pr&laagﬁinrllf?[]r Kaninchen 1gG Polyklonal 1:500 Dag%ngr'r?;g(uﬂ

Prolaitin Fir Maus IgG MCA 712 1:500 oo ;?OLBGKC
oninanen Cy2 | meuler | Powdonal | 1300 | PRREE RS

. . Ziege IgG fir .
hsteant | S | poonal | a0 | Do Hantura
Esel-aggéSchaf ES?EIpIg-GR far Polyklonal 1:200 Diag%\aat\,sghell;%urg,

Ausgewertet wurden die Schnitte an einem Zeiss Axiophot Fotomikroskop (Fa.
Zeiss, Jena, Deutschland). Mittels eines Digitalkamerasystems (Axiocam, Fa. Zeiss,
Jena, Deutschland) sowie der dazugehorigen Software (Axiovision, Fa. Zeiss, Jena,

Deutschland) wurden Bilder angefertigt und als jpeg-Datei auf dem PC gespeichert.
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3. Ergebnisse

3.1. Immunhistochemie

3.1.1 Erythropoetin

Die Expression von Erythropoetin konnte im Zytoplasma von Vvillésen
Trophoblastzellen, von extravillésen Trophoblastzellen sowie in Epithelzellen
dezidualer Drisen nachgewiesen werden. Sichtbar war die Expression in der
Kontrollgruppe, der Abortgruppe sowie in der Gruppe der Blasenmolen.
Zusammengefasst wurden die Ergebnisse in Abbildung 11.

Die einzelnen IRS-Werte sind im Anhang unter Erythropoetin IRS zu finden.

Abbildung 11: Immunhistochemische Expression (IR-Scores) von Erythropoetin in der
normalen Schwangerschaft, bei Aborten und bei Blasenmolen im ersten Trimenon
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Legende: Immunhistochemische Expression (IR-Scores) von Erythropoetin in der normalen
Schwangerschaft, bei Aborten und bei Blasenmolen im ersten Trimenon. Bewertete Zellen:
Villéser Trophoblast, extravilléser Trophoblast, Epithelzellen dezidualer Driisen. Villéser
Trophoblast: keine signifikante Erhdhung; Extravilléser Trophoblast: signifikante Erhéhung bei
beiden Gruppen, Kontrolle-Abort: p=0.006, Kontrolle-Blasenmole: p=0.041; Epithelzellen
dezidualer Drisen: signifikante Erhdhung bei beiden Gruppen, Kontrolle-Abort: p=0.018,
Kontrolle-Blasenmole: p=0.041 (p<0.05 wurde als signifikant betrachtet). Dargestellt sind
Mittelwerte plus Standardfehler.
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Im villésen Trophoblasten bei Abortpatientinnen war die Expression von
Erythropoetin im Vergleich zur Kontrollgruppe verstarkt. Auch bei der Blasenmole
lieR sich eine Erhéhung der Expression im Vergleich mit der Kontrollgruppe

nachweisen, beides erreichte jedoch nicht das Signifikanzniveau.

Abb||dung 12a-c: Immunhistochemische Expression von Erythropoetin in Zellen des villésen
Trophoblasts in der Kontrollgruppe (12a), der Abortgruppe (12b) und bei Blasenmolen (12c),
25x Objektiv.

Im extravillésen Trophoblasten wurde Erythropoetin sowohl im Abortgewebe
(p=0.006) als auch bei der Blasenmole (p=0.041) signifikant verstarkt exprimiert,
beides jeweils verglichen mit der Kontrollgruppe.
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Abbildung 13a-c: Immunhistochemische Expression von Erythropoetin in Zellen des
extravilldsen Trophoblasts in der Kontrollgruppe (13a), in der Abortgruppe (13b) und bei
Blasenmolen (13c), 25x Objektiv.
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Betrachtete man die Epithelzellen der dezidualen Drusen, ergab sich sowohl bei der
Abortgruppe (p=0.018), als auch bei den Blasenmolen (p=0.041) eine signifikante

Erh6hung der Expression von Erythropoetin im Vergleich mit der Kontrollgruppe.

[ Pl EOR §

Abbildung 14a-c: Immunhistochemische Expression von Erythropoetin in Epithelzellen
dezidualer Drusen in der Kontrollgruppe (14a), in der Abortgruppe (14b) und bei
Blasenmolen (14c), 25x Objektiv.
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3.1.2. Erythropoetin-Rezeptor

Die Expression des Erythropoetin-Rezeptors konnte im apikalen Zytoplasma und in
der Zellmembran belegt werden. Betrachtet wurden auch hier die Zellen des villésen
Trophoblasts, des extravillosen Trophoblasts und die Epithelzellen dezidualer
Drisen jeweils in der Kontrollgruppe, bei den Aborten und bei den Blasenmolen. Die
Ergebnisse wurden in Abbildung 15 zusammengefasst.

Die einzelnen IRS-Werte sind im Anhang unter Erythropoetin-Rezeptor IRS zu

finden.

Abbildung 15: Immunhistochemische Expression (IR-Scores) des Erythropoetin-Rezeptors in
der normalen Schwangerschaft, bei Aborten und bei Blasenmolen im ersten Trimenon
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Legende: Immunhistochemische Expression (IR-Scores) des Erythropoetin-Rezeptors in der
normalen Schwangerschaft, bei Aborten und bei Blasenmolen im ersten Trimenon. Bewertete
Zellen: Villéser Trophoblast, extravilldser Trophoblast, Epithelzellen dezidualer Driisen. Villoser
Trophoblast: signifikante Erhéhung bei beiden Gruppen, Kontrolle-Abort: p<0.001, Kontrolle-
Blasenmole: p=0.002; Extravilloser Trophoblast: keine signifikante Erhdhung; Epithelzellen
dezidualer Drisen: signifikante Erhdhung bei beiden Gruppen, Kontrolle-Abort: p=0.015,
Kontrolle-Blasenmole: p=0.007 (p<0.05 wurde als signifikant betrachtet). Dargestellt sind
Mittelwerte plus Standardfehler.
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Verglich man die Expression des Erythropoetin-Rezeptors in Zellen des villésen
Trophoblasts der verschiedenen Gruppen, zeigte sich sowohl bei den Aborten
(p=0.002) als auch bei den Blasenmolen (p<0.001) eine signifikante Erhéhung.
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Abbildung 16a-c: Immunhistochemische Expression des Erythropoetin-Rezeptors in Zellen
des villésen Trophoblasts der Kontrollgruppe (16a), in der Abortgruppe (16b) und bei
Blasenmolen (16c), 25x Objektiv.

Im extravillésen Trophoblast zeigte sich fiur den Erythropoetin-Rezeptor ein
ahnliches Bild wie fur Erythropoetin im villdsen Trophoblast. Es wurde zwar eine
Zunahme der Expression gesehen, diese Zunahme blieb aber unter dem
Signifikanzniveau (p<0.05 wurde als signifikant betrachtet).

Abbildung 17a-c: Immunhistochemische Expression des Epo-Rezeptors in Zellen des
extravilldsen Trophoblasts in der Kontrollgruppe (17a), in der Abortgruppe (17b) und bei
Blasenmolen (17c), 25x Objektiv.
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Bei der Betrachtung der Epithelzellen dezidualer Drisen zeigte sich eine signifikante
Erhéhung der Expression des Erythropoetin-Rezeptors sowohl in der Abortgruppe
(p=0.007) als auch bei Blasenmolen (p=0.015).

Abbildung 18a-c:  Immunhistochemische Expression des Erythropoetin-Rezeptors in
Epithelzellen dezidualer Driisen in der Kontrollgruppe (18a), in der Abortgruppe (18b) und bei
Blasenmolen (18c), 25x Objektiv.
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3.1.3 Leptin-Rezeptor

Die Expression des Leptin-Rezeptors konnte sowohl im apikalen Zytoplasma der
Zellen, als auch in der Zellmembran belegt werden. Ebenso wie bei der Expression
von Erythropoetin und Erythropoetin-Rezeptor wurden die Zellen des villdsen
Trophoblasten, des extravilldsen Trophoblasten und Epithelzellen dezidualer Driisen
betrachtet. Grafisch aufgezeigt sind die Ergebnisse in Abbildung 19.

Die einzelnen IRS-Werte sind im Anhang unter Leptin-Rezeptor IRS zu finden.

Abbildung 19: Immunhistochemische Expression (IR-Scores) des Leptin-Rezeptors in der
normalen Schwangerschaft, bei Aborten und bei Blasenmolen im ersten Trimenon
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Legende: Immunhistochemische Expression (IR-Scores) des Leptin-Rezeptors in der
normalen Schwangerschaft, bei Aborten und bei Blasenmolen im ersten Trimenon. Bewertete
Zellen: Villéser Trophoblast, extravilldser Trophoblast, Epithelzellen dezidualer Driisen. Villéser
Trophoblast: signifikante Erhéhung nur bei der Gruppe, Kontrolle-Blasenmole: p<0.001;
Extravilldser Trophoblast: signifikante Erh6hung bei beiden Gruppen, Kontrolle-Abort: p<0.001,
Kontrolle-Blasenmole: p=0.007; Epithelzellen dezidualer Drisen: signifikante Erhéhung bei
beiden Gruppen, Kontrolle-Abort: p=0.005, Kontrolle-Blasenmole: p=0.001 (p<0.05 wurde als
signifikant betrachtet). Dargestellt sind Mittelwerte plus Standardfehler.
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Verglichen jeweils mit der Kontrollgruppe, war die Expression des Leptin-Rezeptors
in Zellen des villdsen Trophoblasts sowohl in der Abortgruppe als auch bei
Blasenmolen erhoht. Signifikant erhéht war jedoch nur die Expression des Leptin-

Rezeptors beim Vergleich Kontrolle-Blasenmole (p<0.001).

Abbildung 20a-c: Immunhistochemische Expression des Leptin-Rezeptors in Zellen des
villésen Trophoblasts der Kontrollgruppe (20a), in der Abortgruppe (20b) und bei Blasenmolen
(20c), 25x Objektiv.

Bezlglich der Expression des Leptin-Rezeptors in Zellen des extravillésen
Trophoblasts ergab sich eine Signifikanz in beiden Gruppen. Es konnte eine
vermehrte Expression sowohl bei den Aborten (p<0.001), als auch bei den
Blasenmolen (p=0.007) nachgewiesen werden.

Abbildung 2la-c: Immunhistochemische Expression des Leptin-Rezeptors in Zellen des
extravillésen Trophoblasts in der Kontrollgruppe (21a), in der Abortgruppe (21b) und bei
Blasenmolen (21c), 25x Objektiv.
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Die Epithelzellen dezidualer Drisen zeigten eine signifikante Erhéhung der
Expression des Leptin-Rezeptors. Dies war sowohl sichtbar in der Abortgruppe
(p=0.005) als auch bei Blasenmolen (p=0.001), jeweils verglichen mit der

Kontrollgruppe.

Abbildung 22a-c: Immunhistochemische Expression des Leptin-Rezeptors in Epithelzellen
dezidualer Drusen in der Kontrollgruppe (22a), in der Abortgruppe (22b) und bei Blasenmolen
(22c), 25x Objektiv.
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3.1.4 Insulin-Rezeptor

Der Insulin-Rezeptor wurde im apikalen Zytoplasma und in der Zellmembran der
untersuchten Zellen exprimiert. Die Expression konnte in Zellen des villésen
Trophoblasten, des extravillosen Trophoblasten und in Epithelzellen dezidualer
Drisen nachgewiesen werden. Zu sehen sind die Ergebnisse in Abbildung 23.

Die einzelnen IRS-Werte sind im Anhang unter Insulin-Rezeptor IRS zu finden.

Abbildung 23: Immunhistochemische Expression (IR-Scores) des Insulin-Rezeptors in der
normalen Schwangerschaft, bei Abort und bei Blasenmole im ersten Trimenon
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Legende: Immunhistochemische Expression (IR-Scores) des Insulin-Rezeptors in der normalen
Schwangerschaft, bei Abort und bei Blasenmole im ersten Trimenon. Bewertete Zellen: Villdser
Trophoblast, extravilléser Trophoblast, Epithelzellen dezidualer Drusen. Villéser Trophoblast:
signifikante Erhdhung bei beiden Gruppen, Kontrolle-Abort: p=0.030, Kontrolle-Blasenmole:
p=0.001; Extravilléser Trophoblast: signifikante Erh6hung bei beiden Gruppen, Kontrolle-Abort:
p<0.001, Kontrolle-Blasenmole: p<0.001; Epithelzellen dezidualer Drusen: signifikante
Erhéhung bei beiden Gruppen, Kontrolle-Abort: p<0.001, Kontrolle-Blasenmole: p<0.001
(p<0.05 wurde als signifikant betrachtet). Dargestellt sind Mittelwerte plus Standardfehler.
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Zusatzlich zum villdésen und extravillésen Trophoblasten und den Epithelzellen
dezidualer Drisen wurden beim Insulin-Rezeptor auch Endothelzellen fetaler
BlutgefalRe, deziduale Fibroblasten und Endothelzellen maternaler Blultgefal3e mit
der Kontrollgruppe verglichen. Die Ergebnisse sind in Abbildung 24
zusammengefasst.

Die einzelnen IRS-Werte sind im Anhang unter Insulin-Rezeptor IRS zu finden.

Abbildung 24: Immunhistochemische Expression (IR-Scores) des Insulin-Rezeptors in der
normalen Schwangerschaft, bei Abort und bei Blasenmole im ersten Trimenon
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Legende: Immunhistochemische Expression (IR-Scores) des Insulin-Rezeptors in der normalen
Schwangerschaft, bei Abort und bei Blasenmole im ersten Trimenon. Bewertete Zellen:
Endothelzellen fetaler BlutgefaRe, deziduale Fibroblasten und Endothelzellen maternaler
BlutgefalRe. Endothelzellen fetaler Blutgefal3e: signifikante Erhdéhung bei beiden Gruppen,
Kontrolle-Abort: p=0.028, Kontrolle-Blasenmole: p<0.001; Deziduale Fibroblasten: signifikante
Erhéhung bei beiden Gruppen, Kontrolle-Abort: p=0.003, Kontrolle-Blasenmole: p=<0.001;
Endothelzellen maternaler Blutgefal3e: signifikante Erhdhung bei beiden Gruppen, Kontrolle-
Abort: p=0.007, Kontrolle-Blasenmole: p<0.001 (p<0.05 wurde als signifikant betrachtet).
Dargestellt sind Mittelwerte plus Standardfehler.
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Betrachtete man die Zellen des villésen Trophoblasten ergab sich eine signifikante
Erhdhung der Expression des Insulin-Rezeptors fur den Vergleich Kontroll- mit
Abortgruppe (p=0.03), sowie fir den Vergleich Kontrollgruppe mit der Gruppe der
Blasenmolen (p=0.001).

4
Abbildung 25a-c: Immunhistochemische Expression des Insulin-Rezeptors in Zellen des

villdsen Trophoblasts der Kontrollgruppe (25a), in der Abortgruppe (25b) und bei Blasenmolen
(25¢), 25x Objektiv.

Im extravillosen Trophoblast ergab sich ebenfalls fir beide Gruppen eine
signifikante Erh6hung der Expression des Insulin-Rezeptors. Hierbei konnte fir
beide Vergleiche ein p-Wert kleiner 0.001 erreicht werden.

Abbildung 26a-c: Immunhistochemische Expression des Insulin-Rezeptors in Zellen des
extravillosen Trophoblasts der Kontrollgruppe (26a), in der Abortgruppe (26b) und bei
Blasenmolen (26c¢), 25x Objektiv.
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In Epithelzellen dezidualer Driisen konnte sowohl in der Abortgruppe (p<0.001) als

auch in der Gruppe der Blasenmolen (p<0.001) eine signifikante Erhdhung der

Expression nachgewiesen werden, jeweils verglichen mit der Kontrollgruppe.

A T $ A ,V S ks ol

Abbildung 27a-c: Immunhistochemische Expression des Insulin-Rezeptors in Epithelzellen
dezidualer Drusen in der Kontrollgruppe (27a), in der Abortgruppe (27b) und bei Blasenmolen
(27c), 25x Objektiv.

Die Expression des Insulin-Rezeptors wurde noch in 3 weiteren Zelltypen
untersucht, darunter als erstes die Endothelzellen der fetalen Blutgefal3e innerhalb
der Zotten. Hierbei ergab sich in beiden Gruppen eine signifikant verstarkte
Expression. Der Vergleich Kontrolle - Aborte ergab einen p-Wert von 0.028, der
Vergleich Kontrolle — Blasenmole einen p-Wert kleiner 0.001.

Abbildung 28a-c: Immunhistochemische Expression des Insulin-Rezeptors in Endothelzellen

der fetalen BlutgefaRe in der Kontrollgruppe (28a), in der Abortgruppe (28b) und bei
Blasenmolen (28c), 25x Objektiv.
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Zusatzlich wurden deziduale Fibroblasten betrachtet, bei denen sich ebenfalls eine
vermehrte Expression in beiden Gruppen zeigte. Es ergab sich fur die Aborte ein p-
Wert von 0.003 und fur die Blasenmolen ein p-Wert von 0.001 jeweils im Vergleich
mit der Kontrollgruppe.

Abbildung 29a-c: Immunhistochemische Expression des Insulin-Rezeptors in Fibroblasten
der Dezidua in der Kontrollgruppe (29a), in der Abortgruppe (29b) und bei Blasenmolen (29c),
25x Objektiv.

Die Untersuchung der Insulin-Rezeptor-Expression in Endothelzellen der
maternalen GefalRe zeigte in beiden Fallen eine signifikante Steigerung der
Expression, bei den Aborten mit einem p-Wert von 0.007 und bei den Blasenmolen

mit einem p-Wert kleiner 0.001, verglichen jeweils mit der Kontrollgruppe.

(ot

Abbildung 30a-c: Immunhistochemische Expression des Insulin-Rezeptors in Endothelzellen
der maternalen GefaRe in der Kontrollgruppe (30a), in der Abortgruppe (30b) und bei
Blasenmolen (30c), 25x Objektiv.
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3.2 RT-PCR

Die bereits beschriebene nachgewiesene Expression von Erythropoetin und der
Erythropoetin-, Leptin- und Insulin-Rezeptoren auf Proteinebene wurde mittels einer
guantitavien RT-PCR auch auf mRNA Ebene im Kontroll- und Abortgewebe
nachgewiesen. Die in der Immunhistochemie gefundenen Ergebnisse wurden
hierdurch verifiziert. Es zeigte sich im Vergleich mit den Kontrollen ebenfalls eine
vermehrte Expression von Erythropoetin, Erythropoetin-Rezeptor, Leptin-Rezeptor
und Insulin-Rezeptor im Abortgewebe im Vergleich zur Kontrollgruppe. Blasenmolen
wurden hierbei allerdings aus Mangel an frischem Gewebe nicht untersucht.

Bei Erythropoetin war die Expression im Abortgewebe 1,7-fach signifikant erhoht
(p=0.028), beim Erythropoetin-Rezeptor war die Expression signifikant 2,1-fach
erhdht im Vergleich zur Kontrollgruppe (p=0.047) (siehe Abbildung 31).

Eine genaue Auflistung der Einzelwerte befindet sich im Anhang unter RT-PCR

Erythropoetin und Erythropoetin-Rezeptor.

Abbildung 31: Expression von Erythropoetin und Erythropoetin-Rezeptor in der RT-PCR

RT-PCR Erythropoetin und Erythropoetin-Rezeptor
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Legende: Expression von Erythropoetin und Erythropoetin-Rezeptor in der RT-PCR. Epo ist
1,7-fach erhéht (p=0.028), Epo-R ist 2,1-fach erhéht im Vergleich zur Kontrollgruppe (p=0.047).
(p<0.05 wurde als signifikant betrachtet). Dargestellt ist die x-fache Erhdhung der Expression

nach der 2”2““Methode plus Standardabweichung.
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Hinsichtlich des Leptin-Rezeptors ergab sich im Abortgewebe eine signifikant
erhoéhte Expression (4,8-fach; p=0.003). Beim Insulin-Rezeptor war die Expression
bei Abort 1,3-fach erhéht mit einer Signifikanz von p=0.013 jeweils verglichen mit
dem Kontrollgewebe (siehe Abbildung 32).

Eine genaue Auflistung der Einzelwerte befindet sich im Anhang unter RT-PCR
Leptin- und Insulin-Rezeptor.

Abbildung 32: Expression von Leptin-Rezeptor und Insulin-Rezeptor in der RT-PCR
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Legende: Expression von Leptin-Rezeptor und Insulin-Rezeptor in der RT-PCR. Leptin-
Rezeptor ist 4,8fach erhdht (p=0.003), Insulin-Rezeptor ist 1,3fach erhéht im Vergleich zur
Kontrollgruppe (p=0.013). (p<0.05 wurde als signifikant betrachtet). Dargestellt ist die x-fache
Erhohung der Expression nach der 2"**““Methode plus Standardabweichung.
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3.3 Immunfluoreszenz-Doppelfarbung

Cytokeratin 7 (CK7) ist ein spezifischer Marker fir Zellen des extravillésen
Trophoblasten (Shiverick, King et al. 2001). Die Gefrierschnitte mit den
entsprechenden Geweben wurden im Rahmen einer Doppelfarbung jeweils mit CK7
und den Antikérpern fir Erythropoetin, Erythropoetin-Rezeptor, Leptin-Rezeptor und
Insulin-Rezeptor inkubiert. Da die angefarbten Zellen sowohl CK7 als auch jeden
der Antikdrper anfarbten, konnten sie somit als Erythropoetin, Erythropoetin-
Rezeptor, Leptin-Rezeptor und Insulin-Rezeptor exprimierende extravillése
Trophoblasten identifiziert werden.

Die Abbildungen 33 a-f zeigen die Cy3-markierten Erythropoetin- und Erythropoetin-
Rezeptor-Antikorper rot, CK7 wurde Cy2 markiert und ist damit griin abgebildet. Bei
der Triple filter excitation wurde alle Filter Ubereinander gelegt. Hierdurch ist die
gleichzeitige Expression der Antikorper sichtbar. Gelb bedeutet, dass der rot und
grin markierte Antikdrper an genau derselben Stelle exprimiert wird. Zellkerne sind

blau angefarbt.

Abbildung 33: Immunfluoreszenz-Farbung von Erythropoetin und CK7 in extravillésen
Trophoblasten

Legende: Immunfluoreszenz-Farbung von extravillésen Trophoblasten. Expression von Epo
(33a), CK7 (33b), Triple filter excitation Epo und CK7 (33c); Expression des Epo-Rezeptors
(33d), CK7 (33e), Triple filter excitation (33f), 40x Objektiv
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Die Expression des Leptin- und Insulin-Rezeptors sowie von CK7 ist in den
Abbildungen 34 a-f zu sehen. Man erkennt deutlich die gleichzeitige Expression in
extravilldsen Trophoblastzellen. Bei diesen Farbungen wurden der Leptin-Rezeptor
und der Insulin-Rezeptor allerdings Cy2-markiert und CK7 Cy3, daher sind Leptin-
und Insulin-Rezeptor griin und CK7 rot abgebildet.

Abbildung 34: Immunfluoreszenz-Farbung von Leptin-Rezeptor und CK7 in extravillésen
Trophoblasten

Legende: Immunfluoreszenz-Farbung von extravillésen Trophoblasten. Expression des Leptin-
Rezeptors (34a), CK7 (34b), Triple filter excitation Leptin-R und CK7 (34c); Expression des
Insulin-Rezeptors (34d), CK7 (34e), Triple filter excitation (34f), 20x Objektiv
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Weiterhin wurde fur den Leptin- und Insulin-Rezeptor auch die Expression in den
dezidualen Drusenzellen uberprift (Abbildungen 35 a-f). Hierbei wurde als
spezifischer Marker fir diese Zellen das Prolaktin verwendet. Leptin- und Insulin-
Rezeptor wurden hierbei wieder Cy2-markiert und erscheinen deshalb grin,

Prolaktin wurde Cy3-markiert und ist deshalb rot.

Abbildung 35: Immunfluoreszenz-Farbung von Leptin-Rezeptor und Prolaktin sowie Insulin-
Rezeptor und Prolaktin in dezidualen Driisenzellen

Legende: Immunfluoreszenz-Farbung von dezidualen Driisenzellen. Expression des Leptin-
Rezeptors (35a), Prolaktin (35b), Triple filter excitation Leptin-R und Prolaktin (35c); Expression
des Insulin-Rezeptors (35d), Prolaktin (35e), Triple filter excitation (35f), 20x Objektiv
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4. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass es Unterschiede in der
Expression von Erythropoetin und den Rezeptoren fir Erythropoetin, Leptin und
Insulin gibt, wenn man die normale mit der gestorten Frihschwangerschaft
vergleicht. Die Expression des Erythropoetin-Rezeptors im villésen Trophoblasten
bei den Aborten war im Vergleich zu der Kontrollgruppe erhdht. Bei Blasenmolen
war die Erythropoetin-Rezeptor-Expression im Synzytiotrophoblast ebenfalls erhéht.
Im Gegensatz dazu zeigte sich in Zellen des extravilldésen Trophoblasts nur bei
Erythropoetin eine signifikant erhdhte Expression, sowohl bei den Aborten als auch
bei den Blasenmolen. Bei den glanduléren Epithelzellen zeigte sich wiederum bei
Erythropoetin und beim Erythropoetin-Rezeptor eine erhdhte Expression in der
Abortgruppe sowie bei den Blasenmolen.

Durch eine Immunfluoreszens-Doppelfarbung mit CK7 wurden die Erythropoetin-/
Erythropoetin-Rezeptor exprimierenden Zellen als extravillose Trophoblasten der
fetomaternalen Interphase identifiziert. Die Unterschiede in der Expression von
Erythropoetin und Erythropoetin-Rezeptor in der normalen Schwangerschaft und

bei Aborten wurden auf mMRNA Ebene bestatigt.

1996 entdeckten Conrad et al. die Trophoblastzellen von humanen Plazenten als
einen neuen Produktionsort von Erythropoetin. Die Expression von Erythropoetin
wurde im villdbsen sowie im extravillosen Trophoblasten der Plazenta durch
immunhistochemische Untersuchungen nachgewiesen. Dabei kamen zwei
monoklonale Antikérper zur Anwendung die verschiedene Antigene im villésen
Trophoblasten und im extravillésen Trophoblasten nachwiesen. Weiterhin
beschrieben die Autoren die Expression von Erythropoetin-mRNA in der Basalplatte
und in den Zotten der Plazenta zu verschiedenen Zeitpunkten in der
Schwangerschaft. Ausserdem untersuchten sie isolierte Zytotrophoblasten sowie
MHC-Klasse | negative Chorionkarzinomzellen. Bei Stimulierung unter hypoxischen
Bedingungen war die Expression von Erythropoetin in den Chorionkarzinomzellen
erhoht. Wahrend eines Abortprozesses tritt ebenfalls eine Hypoxie im Gewebe auf,
die den oben genannten Mechanismen der in vitro Studien von Conrad et al.

gleichen (Conrad, Benyo et al. 1996).

Teramo et al. und Girsen et al. fanden erh6hte Erythropoetin-Werte im Fruchtwasser

bei schwangerschaftsassoziiertem Bluthochdruck. Dies weist auf eine chronische
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oder subchronische fetale Hypoxie hin. Weiterhin korrelieren die Erythropoetin-
Werte aus dem Fruchtwasser mit Werten aus dem Nabelschnurplasma, die
ebenfalls signifikant erhdht waren bei hypertonen Schwangerschaften im Vergleich
zu normotonen Schwangerschaften (Teramo, Hilesmaa et al. 2004). Girsen et al.
untersuchten Erythropoetin-Konzentrationen im Serum bei Feten mit intrauteriner
Wachstumsrestriktion und fanden erhthte Werte proportional zur Schwere der

fetalen kardiovaskularen Gefahrdung (Girsen, Makikallio et al. 2007).

Im Jahre 1990 untersuchten Beguin et al. Erythropoetin-Werte wéahrend der
Schwangerschaft und im Wochenbett. Da wahrend der Schwangerschaft das
Plasmavolumen erhéht ist, die Masse an roten Blutkdrperchen aber nicht so stark,
spricht man in diesem Falle von einer Schwangerschaftsanamie. Die Erythropoetin-
Werte stiegen stetig von 18 +/- 6 mU/ml im ersten auf 26 +/- 14 mU/ml im zweiten
und auf 35 +/- 18 mU/ml im dritten Trimenon (p<0.001). Die Autoren
schlussfolgerten, dass die Erythropoetin-Ausschittung bei einer relativen
Schwangerschaftsandmie im ersten Trimenon beeintrachtigt war, sich in der
Spatschwangerschaft erholte und sich im Wochenbett schnell normalisierte (Beguin,
Lipscei et al. 1990).

Im Gegensatz dazu fanden Ireland et al. keine Unterschiede in maternalen
Erythropoetin-Konzentrationen wéahrend der Schwangerschaft. Allerdings waren
auch hier die maternalen Erythropoetin-Werte signifikant erhght, verglichen mit nicht
schwangeren Frauen. Ausserdem fanden sie erhéhte fetale Erythropoetin-Werte,
die im Mittel von 4 mU/mL in der 16. SSW auf 13 mU/mL in der 40. SSW anstiegen
(Ireland, Abbas et al. 1992).

Unterschiede in fetalen Erythropoetin-Werten wurden ebenfalls von Maier et al.
beschrieben. Die fetale Erythropoetin-Produktion war durch eine induzierte Hypoxie
mit einigen Stunden Verzogerung stimulierbar und flhrte zu einer gesteigerten
Erythropoese. Dennoch folgerten die Autoren, dass eine eingehende Priufung der
Plazenta kombiniert mit Messwerten des umbilikalen vendsen Erythropoetin-
Spiegels und umbilikalen arteriellen pHs ausreichen, um Informationen Uber eine

frihere fetale Hypoxie zu erlangen (Maier, Gunther et al. 1994).

Zum jetzigen Zeitpunkt ist die vorliegende Arbeit die erste systematische Studie, die
sich mit einer veranderten Expression von Erythropoetin und des Erythropoetin-
Rezeptors in der normalen und gestorten Frihschwangerschaft beschéftigt. Da die

Expression in fast allen untersuchten Geweben signifikant erhoht war, kdnnte die
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Hypoxie im Gewebe bei einem Abort ein Trigger fur die Ausschittung des
Erythropoetins und des Erythropoetin-Rezeptors darstellen. Die erhdhte Expression
konnte also die Antwort des Gewebes auf die vorhandene Hypoxie sein. Inwieweit
die vermehrte Expression von Erythropoetin und Erythropoetin-Rezeptor bei der
Blasenmole ein Zeichen der erhdhten Angiogenese und Neovaskularisation ist,

bleibt noch ungeklart.

Weiterer Bestandteil der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung der Expression
des Leptin-Rezeptors, ebenfalls in plazentaren Zellen von
Normalschwangerschaften, von Aborten und von Blasenmolen des ersten
Trimenon. Eine signifikant hdchste Expression konnte fur den Leptin-Rezeptor in
allen untersuchten Zellen bei Blasenmolen nachgewiesen werden. Die Leptin-
Rezeptor-Expression im Abortgewebe, in den extravilldsen Trophoblasten und in
den dezidualen Driusenzellen war signifikant erhoht im Vergleich mit der

Kontrollgruppe.

Unsere Ergebnisse untermauern bereits veroffentliche Ergebnisse von Choi et al.
Auch sie fanden eine signifikant erhdhte Expression des Leptin-Rezeptors, als sie
Chorionzotten von Patientinnen mittels PCR untersuchten. Sie verglichen dabei
Plazenten von RSA-Patientinnen mit der Kontrollgruppe. Anamnestisch hatte die
Kontrollgruppe weder einen Abort, noch eine ektope Graviditdt oder Totgeburt
erlitten (Choi, Choi et al. 2003).

Im Jahre 1998 erforschten Henson et al. mit Hilfe einer Reverse Transcription-PCR
die Expression von Leptin und des Leptin-Rezeptors in plazentaren Zotten aus
Termin- und Frihplazenten der 7.-14. Schwangerschaftswoche. Die Leptin mRNA
sank von der Frih- zur Spatschwangerschaft, was einen ontogenetischen Abfall der
Leptin mMRNA mit zunehmendem Schwangerschaftsalter nahelegt (Henson, Swan et
al. 1998).

Weiterhin konnten Castellucci et al. eine starke Expression des Leptin-Rezeptors in
distalen extravilldsen Trophoblastzellen der Basalplatte nachweisen. Leptin selbst
wurde hingegen homogen in allen zellularen Kompartments der Zellsaulen
exprimiert. Sie wiesen ausserdem nach, dass Leptin dosisabhéngig die Expression
von immunoreaktiver Matrixmetalloproteinase (MMP-2) und fetalem Fibronektin
(fFN) steigert und die Aktivitdit von MMP-9 in kultivierten Zytotrophoblastzellen
verstarkt. Daher schlussfolgerten die Autoren, dass Leptin und der Leptin-Rezeptor

durch Modulation der Expression der MMPs eine wichtige Rolle im invasiven
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Prozess der extravillosen Trophoblastzellen spielen kénnten (Castellucci, De
Matteis et al. 2000).

Li et al. untersuchten die Expression von Leptin und des Leptin-Rezeptors in
gestationsbedingten Trophoblasterkrankungen mittels Immunhisto-chemie. Im
Vergleich zur ungestdrten Schwangerschaft fanden sie ebenfalls eine erhéhte
Expression bei partieller und bei kompletter Blasenmole. Am héchsten war die
Expression im Zytotrophoblasten, nicht im Synzytiotrophoblasten. Weiterhin wurde
auch beim Chorionkarzinom eine deutlich erhthte Leptinexpression beobachtet.
Vermutlich nimmt Leptin Uber autokrine und parakrine Mechanismen Einfluss auf die
Trophoblasteninvasion und spielt damit eine wichtige Rolle bei der Entstehung von
Trophoblasterkrankungen (Li, Yu et al. 2004). Unsere Arbeitsgruppe untermauerte
Li's Ergebnisse bei der Blasenmole. Wir untersuchten Anfang 2008 die Expression
von Leptin, PPAR (peroxisome proliferator-activated receptors) und PPAR
Koaktivatoren (retinoic X receptor a (RXR), amplified in breast cancer-3 gene
(AIB3)) bei Aborten und Blasenmolen des ersten Trimenon (Toth, Bastug et al.
2008). In Trophoblastzellen bei der Blasenmole war die Leptin-Expression ebenso
erhoht. Die Gruppe der Aborte zeigte eine verringerte Leptin-Expression im villésen
Trophoblasten, aber eine erhdhte Expression von Leptin in dezidualen
Drisenzellen.

Laird et al. wiesen nach, dass die Plasma-Leptinkonzentration bei RSA-Patientinnen
verglichen zur Normalschwangerschaft geringer ist,. Sie untersuchten ebenfalls
Patientinnen im ersten Trimenon. Die von uns gefundene erhéhte Expression des
Leptin-Rezeptors im plazentaren Gewebe von Abortpatientinnen kdnnte
maoglicherweise eine Antwort auf diese Hypoleptinamie in  Form einer
Hochregulierung auf Rezeptorebene sein, um ein besseres Ansprechen der Zellen

auf das verringerte Leptinangebot zu gewahrleisten (Laird, Quinton et al. 2001).

Wie beim Leptin-Rezeptor zeigte sich auch bei der Untersuchung des Insulin-
Rezeptors die hochste Expression in allen untersuchten Zellen der Blasenmolen.
Beim Insulin-Rezeptor ergab sich im Abortgewebe ebenfalls in allen untersuchten
Zellen eine erhohte Expression, auch wenn die p-Werte teilweise eine niedrigere

Signifikanz erreichten als bei den Blasenmolen.

Die Verteilung und Expression des Insulin-Rezeptors ist durch einen raumlich-
zeitlichen Wechsel zwischen dem ersten und dritten Trimenon charakterisiert
(Desoye, Hartmann et al. 1997). Zu Beginn der Schwangerschaft werden die

Insulin-Rezeptoren fast nur auf der mitterlichen Seite exprimiert. Genauer gesagt
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findet sich der Insulin-Rezeptor in der apikalen Membran des Synzytiotrophoblasten,
eine geringe Expression zeigte sich ebenfalls im Zytotrophoblasten. Hingegen ist in
Terminplazenten der Insulin-Rezeptor besonders auf der fetalen Seite zu finden. Er
kleidet dort die Endothelien der fetalen BlutgefaRe aus (Desoye, Hartmann et al.
1994), (Jones, Hartmann et al. 1993). Diese Verschiebung der Expression mit
steigendem Schwangerschaftsalter deutet an, dass zu Beginn der Schwangerschaft
maternales Insulin die insulinabhangigen Prozesse kontrolliert. Zum Ende der
Schwangerschaft hin Gbernimmt das fetale Insulin dann diese Aufgaben. Die Zotten
sind am Beginn der Schwangerschaft Ort einer hohen Proliferation (Castellucci,
Scheper et al. 1990) und genau dort wird der Insulin-Rezeptor im ersten Trimenon
besonders stark exprimiert. Dies legt die Vermutung nahe, dass Insulin eine
wachstumsférdernde Wirkung auf den villésen Trophoblasten haben kénnte (Straus
1984).

Der Nachweis der Leptin- und Insulin-Rezeptor-Expression legt nahe, dass diese
beiden Rezeptoren eine potentielle Rolle bei autokrinen und parakrinen
Interaktionen im Rahmen der Frih-Schwangerschaft spielen kdnnten. Die Mehrheit
der Rezeptoren wird auf Strukturen exprimiert, die mit einem gesteigerten
plazentaren Wachstum in Verbindung gebracht werden (synzytiale Sprossen und
mesenchymale Zotten des ersten Trimenon und fetales Endothelium am Ende der
Schwangerschaft). Diese Tatsache konnte man unter anderem als
wachstumsférdernde Funktion des Leptin- und Insulin-Rezeptors interpretieren.

Wie bereits in der Einleitung erwahnt, findet die Embryonalentwicklung in
hypoxischen Verhéltnissen statt (Rodesch, Simon et al. 1992). Der intervillose
Raum ist dabei komplett durch okkludierenden Trophoblastzellen von der uterinen
GefalRversorgung abgetrennt. In der gestorten Frithschwangerschaft ist die
Einwanderung der Trophoblasten eingeschrankt, die Trophoblasten okkludieren
daher die Spiralarterien nicht ausreichend und es kommt zu einer verfrihten
maternalen Vaskularisierung der Plazenta (Hustin, Jauniaux et al. 1990). Es wird
vermutet, dass diese verfrihte Offnung der GefaRe dazu fiihrt, dass der Embryo
nicht ausreichend vor der plétzlichen Oxygenisierung geschitzt ist und daher die

Schwangerschaft in einem Abort enden kdnnte.

Mdoglicherweise spielen Leptin- und Insulin-Rezeptor eine Rolle in diesen

pathophysiologischen Mechanismen.

Die vorliegende Arbeit setzt sich mit einem immer noch sehr sensiblem Thema

auseinander. Die im Vergleich zu anderen Studien eher geringe Fallzahl lasst sich
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dadurch gut erklaren und ist im Vergleich mit internationaler Literatur, die sich
ebenfalls mit Aborten oder Blasenmolen befasst, durchaus Standard.

Beziglich der Tatsache der teilweisen Behandlung der Patientinnen in der
Kontrollgruppe mit Mifegyne konnten wir keine Inhomogenitat in der Expression der
untersuchten Parameter erkennen. Zu erwarten wére dies eher bei Untersuchungen
an Steroidhormonrezeptoren gewesen, da Mifegyne ein Progesteron-Rezeptor-
Antagonist ist.
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5. Zusammenfassung

Die vorliegende Dissertation dient dazu, das Verstandnis der Rolle von
Erythropoetin und der Rezeptoren flr Erythropoetin, Leptin und Insulin in der
Entwicklung der Plazenta zu verbessern. Erythropoetin reguliert die Erythropoese im
Knochenmark und damit die Anzahl der zirkulierenden peripheren Erythrozyten. Der
Erythropoetin-Rezeptor wurde schon in verschiedenen Geweben nachgewiesen,
darunter auch im Uterus. Leptin und Insulin werden von der Plazenta produziert und
in den maternalen, sowieso in den fetalen Kreislauf sezerniert. Dort agieren sie als

Signalgeber, die den Stoffwechsel des Feten steuern.

Fur die immunhistochemischen Untersuchungen wurde Gewebe von Plazenten des
ersten Trimenons untersucht (Schwangerschaftsabbriichen (Kontrollen), Aborten
sowie Blasenmolen). Die Ergebnisse der Immunhistochemie wurden auf mRNA-
Ebene mittels Real time RT-PCR bestatigt. Die in der Immunhistochemie
identifizierten Zellen wurden mittels Doppelimmunfluoreszenz als extravillose
Trophoblasten und im Falle des Leptin- und Insulin-Rezeptors als Epithelzellen der

dezidualen Driisen nachgewiesen.

Die Expression von Erythropoetin, Erythropoetin-Rezeptor, Leptin-Rezeptor und
Insulin-Rezeptor wurde in villdésen und extravillosen Trophoblasten und in
Epithelzellen der dezidualen Drisen ausgewertet. Fur den Insulin-Rezeptor wurden
zusatzlich fetale und maternale Endothelzellen der GeféaRe sowie deziduale
Fibroblasten betrachtet. Die Expression war sowohl im Abortgewebe als auch bei
Blasenmole erhdht. Die Expression des Erythropoetin, Erythopoetin-Rezeptors und
Leptin-Rezeptors war am héchsten in villdsen Trophoblasten der Blasenmolen, beim
Insulin-Rezeptor war dies der Fall in dezidualen Fibroblasten sowieso

Endothelzellen der Driisen.

Moglicherweise wirkt die Hypoxie im Abortgewebe als Trigger fur die
Erythropoetinexpression und filhrt zu einer reaktiv erhéhten Expression des
Erythropoetin-Rezeptors. Weiterhin kénnte die vermehrte Expression auch als
Marker fir die gesteigerte Angiogenese bei Blasenmole gewertet werden. Die
Expression von Leptin- und Insulin-Rezeptor wurde in Strukturen nachgewiesen, die
fur das plazentare Wachstum verantwortlich sind. Daher koénnten sie eine

wachstumsférdernde Wirkung haben. Bei der Blasenmole ist die Invasion des
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Trophoblasten gestort und bei Aborten wird der Trophoblast durch das maternale
Immunsystem erkannt und deswegen moglicherweise dessen Invasion gestort. Die
vermehrte Expression der Rezeptoren kdnnte hierbei eine Kompensation darstellen.
Trotz der eher geringen Fallzahl der vorliegenden Arbeit, konnten die Ergebnisse
dabei helfen, neue Diagnostikmdglichkeiten zu erschlieRen. Inwieweit dies mdglich
ist, oder ob eventuell sogar ein therapeutischer Nutzen erarbeitet werden kann,
bleibt Gegenstand weiterfihrender Studien.
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Anhang

» Erythropoetin IR-Scores (S. 62)

» Erythropoetin-Rezeptor IR-Scores (S. 63)

* Leptin-Rezeptor IR-Scores (S. 64)

« Insulin-Rezeptor IR-Scores (S. 65)

» Ergebnisse Erythropoetin und Erythropoetin-Rezeptor RT-PCR (S. 66)
« Ergebnisse Leptin- und Insulin-Rezeptor RT-PCR (S. 67 u. 68)
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Erythropoetin IRS

Schnitt | Indikation SSW Syncytiotrophoblast Extravilléser Trophoblast dezidua le Driisen
Intensitat % IRS-Score Intensitat % IRS-Score |Intensitat % IRS-Score
1| Schizophr. 10 1 3 3 1 1 1 1 1 1
2 M.A. 10 1 3 3 1 2 2 1 2 2
33| Blasenmole 10 1 4 4 1 1 1 1 1 1
3| Kriminolog. 12 2 4 8 1 1 1 1 1 1
4 M.A. 12 1 4 4 1 2 2 1 2 2
34| Blasenmole 12 1 2 2 1 1 1 1 2 2
5| Z.n Abruptio 9 1 2 2 1 1 1 1 2 2
6 M.A. 9 1 4 4 1 2 2 1 3 3
35| Blasenmole 9 1 4 4 1 1 1 1 2 2
7| Z.n. Abruptio 6 1 4 4 1 1 1 1 1 1
8 M.A. 6 1 3 3 1 2 2 1 2 2
36 Mole? 6 1 4 4 1 1 1 1 3 3
9| Z.n. Abruptio 11 1 2 2 1 1 1 1 1 1
10 M.A. 11 1 4 4 1 2 2 1 2 2
37| Blasenmole 11 1 2 2 1 1 1 1 2 2
11] Schizophr. 10 1 4 4 1 1 1 1 3 3
12 M.A. 10 1 3 3 1 1 1 1 2 2
38| Blasenmole 10 1 4 4 1 2 2 1 4 4
13] Kriminolog. 8 1 3 3 1 1 1 1 2 2
14 M.A. 8 1 4 4 1 2 2 1 3 3
39| Blasenmole 8 1 3 3 1 2 2 1 3 3
15| Z.n.Abruptio 7 1 1 1 1 1 1 1 1 1
16 M.A. 7 1 3 3 1 2 2 1 2 2
40| Blasenmole 7 1 3 3 1 2 2 1 2 2
17| Z.n. Abruptio 9 1 1 1 1 1 1 1 2 2
18 M.A. 9 1 4 4 1 3 3 1 4 4
41| Blasenmole 9 1 3 3 1 3 3 1 3 3
19| Z.n.Abruptio 8 1 4 4 1 3 3 1 4 4
20 M.A. 8 1 4 4 1 2 2 1 4 4
42| Blasenmole 8 1 3 3 1 3 3 1 3 3
21| Z.n.Abruptio 6 1 3 3 1 2 2 1 2 2
22 M.A 7 1 3 3 1 2 2 1 4 4
43| Blasenmole 7 1 3 3 1 2 2 1 2 2
23] Z.n. Abruptio 9 1 2 2 1 2 2 1 2 2
24 M.A. 9 1 3 3 1 1 1 1 3 3
44| Blasenmole 9 2 3 6 2 3 6 1 3 3
29] z.n. Abruptio 8 1 2 2 1 1 1 1 1 1
30 M.A. 7 2 4 8 1 4 4 1 2 2
47| Blasenmole 8 1 4 4 1 3 3 1 3 3
31| Beckenthro. 11 1 3 3 1 1 1 1 4 4
32 M.A. 11 1 3 3 1 1 1 1 2 2
48| Blasenmole 11 2 4 8 1 2 2 1 3 3

(9]
N




Erythropoetin-Rezeptor IRS

Schnitt | Indikation SSW Syncytiotrophoblast Extravilldser Trophoblast dezidua le Drisen
Intensitat % IRS-Score Intensitat % IRS-Score [Intensitat % IRS-Score

1| Schizophr. 10 2 4 8 2 4 8 2 4 8

2 M.A. 10 2 4 8 2 4 8 2 4 8
33| Blasenmole 10 3 4 12 2 4 8 2 4 8

3] Kriminolog. 12 2 4 8 2 4 8 2 4 8

4 M.A. 12 2 4 8 2 4 8 2 4 8
34| Blasenmole 12 2 4 8 2 4 8 2 4 8

5| Z.n Abruptio 9 2 3 6 2 4 8 1 4 4

6 M.A. 9 3 4 12 2 4 8 2 4 8
35| Blasenmole 9 2 4 8 1 4 4 1 4 4

7] Z.n. Abruptio 6 2 4 8 2 3 6 2 3 6

8 M.A. 6 2 4 8 2 4 8 2 4 8
36| Blasenmole 6 3 4 12 2 4 8 2 4 8

9] Z.n. Abruptio 11 2 3 6 2 4 8 2 3 6
10 M.A. 11 2 4 8 2 4 8 2 4 8
37| Blasenmole 11 3 4 12 2 4 8 2 3 6
11] Schizophr. 10 2 4 8 1 4 4 1 4 4
12 M.A. 10 2 4 8 1 3 3 1 3 3
38| Blasenmole 10 2 4 8 1 4 4 2 4 8
13] Kriminolog. 8 2 4 8 1 3 3 1 3 3
14 M.A. 8 2 4 8 2 4 8 2 4 8
39| Blasenmole 8 3 4 12 2 4 8 2 4 8
15| Z.n.Abruptio 7 1 3 3 1 4 4 2 3 6
16 M.A. 7 2 4 8 2 4 8 2 4 8
40| Blasenmole 7 2 4 8 1 4 4 2 4 8
17]Z.n. Abruptio 9 2 4 8 2 4 8 2 4 8
18 M.A. 9 2 4 8 2 4 8 2 4 8
41| Blasenmole 9 3 4 12 2 4 8 3 4 12
19| Z.n.Abruptio 8 2 3 6 2 4 8 2 4 8
20 M.A. 8 2 4 8 2 4 8 2 4 8
42| Blasenmole 8 2 4 8 1 4 4 2 4 8
21| Z.n.Abruptio 6 2 2 4 2 2 4 2 2 4
22 M.A 7 2 4 8 2 4 8 2 4 8
43| Blasenmole 7 3 4 12 2 4 8 3 4 12
23| Z.n. Abruptio 9 2 2 4 2 4 8 2 4 8
24 M.A. 9 2 4 8 2 4 8 2 4 8
44| Blasenmole 9 3 4 12 2 4 8 3 4 12
29| z.n. Abruptio 8 1 3 3 1 4 4 1 3 3
30 M.A. 7 3 3 9 2 3 6 2 4 8
47| Blasenmole 8 3 4 12 3 4 12 3 4 12
31| Beckenthro. 11 2 4 8 1 4 4 2 4 8
32 M.A. 11 2 4 8 1 4 4 2 4 8
48| Blasenmole 11 3 4 12 2 4 8 3 4 12
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Leptin-Rezeptor IRS

Schnitt | Indikation SSW Syncytiotrophoblast Extravilldser Trophoblast dezidua le Drusen

Intensitat % IRS-Score Intensitat % IRS-Score Intensitat % IRS-Score
1] Schizophr. 10 1 4 4 1 2 2 1 3 3
2 M.A. 10 2 3 6 2 3 6 1 4 4
33| Blasenmole 10 2 4 8 2 3 6 1 3 3
3] Kriminolog. 12 2 4 8 1 2 2 1 3 3
4 M.A. 12 2 4 8 2 2 4 2 2 4
34| Blasenmole 12 3 4 12 2 4 8 2 4 8
5] Z.n Abruptio 9 1 3 3 0 0 0 1 3 3
6 M.A. 9 1 4 4 1 3 3 1 4 4
35| Blasenmole 9 3 4 12 2 3 6 2 3 6
7]Z.n. Abruptio 6 2 4 8 1 1 1 1 3 3
8 M.A. 6 2 4 8 2 3 6 1 4 4
36| Blasenmole 6 3 4 12 2 3 6 2 3 6
9] Z.n. Abruptio 11 1 3 3 0 0 0 1 2 2
10 M.A. 11 1 4 4 1 4 4 1 4 4
37| Blasenmole 11 2 4 8 1 4 4 1 3 3
11| Schizophr. 10 2 4 8 1 3 3 1 2 2
12 M.A. 10 1 4 4 1 1 1 1 2 2
38| Blasenmole 10 2 4 8 2 4 8 2 4 8
13] Kriminolog. 8 1 4 4 1 1 1 1 2 2
14 M.A. 8 1 4 4 1 3 3 1 3 3
39| Blasenmole 8 3 4 12 3 4 12 2 3 6
15] Z.n.Abruptio 7 1 2 2 0 0 0 1 2 2
16 M.A. 7 1 4 4 1 2 2 1 3 3
40| Blasenmole 7 1 4 4 1 4 4 2 4 8
17]Z.n. Abruptio 9 1 2 2 1 1 1 1 2 2
18 M.A. 9 2 3 6 2 3 6 2 3 6
41| Blasenmole 9 2 4 8 1 4 4 1 4 4
19] Z.n.Abruptio 8 1 3 3 2 3 6 1 3 3
20 M.A. 8 2 4 8 2 3 6 2 3 6
42| Blasenmole 8 2 4 8 2 4 8 2 4 8
21] Z.n.Abruptio 6 1 2 2 1 1 1 1 2 2
22 M.A 7 2 4 8 2 4 8 2 3 6
43| Blasenmole 7 3 4 12 2 4 8 3 4 12
23| Z.n. Abruptio 9 2 3 6 1 4 4 1 4 4
24 M.A. 9 2 4 8 2 2 4 2 4 8
44| Blasenmole 9 3 4 12 2 4 8 2 4 8
29] z.n. Abruptio 8 1 4 4 1 2 2 1 2 2
30 M.A. 7 3 4 12 1 3 3 1 2 2
47| Blasenmole 8 1 4 4 2 3 6 1 4 4
31] Beckenthro. 11 2 3 6 2 2 4 2 4 8
32 M.A. 11 1 4 4 1 3 3 1 4 4
48| Blasenmole 11 3 4 12 2 3 6 2 3 6
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Insulin-Rezeptor IRS

IRS-Score

12

12

%

maternale Gefalle

Intensitat

IRS-Score

12

12
12

12

12

12

12

12

12

12

12

12

%

deciduale Fibroblasten

Intensitat

IRS-Score

12

12

%

fetale Blutgefafie

Intensitat

IRS-Score

12

12
12

12

12
12

12

12

12

12

12

12
12

12

12

%

deziduale Driisen

Intensitat

IRS-Score

12

12
12

12
12

12

12

12

12

12

12

12

%

Extravilloser Trophoblast

Intensitat

IRS-Score

12

12

12
12

12

12

12

12

%

Syncytiotrophoblast

Intensitat

SSW

10
10

12
12

9

6

11

1

10
10

10
8

7

9

8

6

9

11

Indikation

Schizophr.

WA

Kriminolog.

M.A

Z.n Abruptio

M.A.

7| Z.n. Abruptio

M.A.

9| Z.n. Abruptio

M.A.

Schizophr.

M.A.

Kriminolog.

M.A.

Z.n.Abruptio

M.A.

WA

Z.n.Abruptio

M.A

Z.n.Abruptio

M.A

M.A.

z.n. Abruptio

M.A.

Beckenthro.

M.A.

Schnitt

1

3

5

36

10
37

11

12
38

13
14
39
15
16
40

17| Z.n. Abruptio

18
4

19
20

21

22

23| Z.n. Abruptio

24

29

30
47

3

32
48
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Erythropoetin und Erythropoetin-Rezeptor RT-PCR

Probe |ct: GAPDH |ct: EPO ct: EPO-R. dCt: EPO dCT: EPO-R
6 19,909 32,535 25,025 Interruptio 12,626 5,116
9 19,665 33,58 25,949 Interruptio 13,915 2,75
13 24,54 35,963 30,747 Interruptio 11,423 6,207
26 27,454 35,963 31,465 Interruptio 8,509 4,011
45 19,683 33,146 24,829 Interruptio 13,463 5,146
41 21,346 34,75 28,279 Abort 13,404 6,933
47 19,348 33,911 25,329 Abort 14,563 5,981
48 18,323 32,563 23,596 Abort 14,24 5,273
46 19,065 35,589 25,218 Abort 16,524 6,153
69 19,674 35,589 22,424 Abort 15,915 6,284

Statistik fur Test(b)

EPO EPOR

Mann-Whitney-U 2 3

Wilcoxon-W 17 18

z -2,193378465 -1,984485278

Asymptotische Signifikanz (2-seitig) 0,028280123 0,047201768

Exakte Signifikanz [2*(1-seitig Sig.)] 0,031746032 0,055555556

a
b

Nicht fir Bindungen korrigiert.
Gruppenvariable: VAR00003
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Leptin- und Insulin-Rezeptor RT-PCR

GAPDH Ct-Werte Avg. Ct dCt Wernte einzeln| Avg. dCt  |ddCt einzeln| Avg. ddCt |x fache Erhéhung
Abort Al 19,266
A2 19,315
A3 17.56
Ad 17,409
Ab 18,788
Ab 19,249
AT 21,079
Al 22,737
A3 19.796
A10 20
A1 19,953
A2 19.786 19,578
Kontrolle B1 17.29
B2 17.217
B3 19,235
B4 19,584
BS 18,569
B6 15.798
B7 19,613
B8 20,198
B9 24,654
B10 24,531
B11 19,757
B12 20,073 19,960
Insulin-R
Abort c1 20,327 1,061 -1.683
c2 20,797 1,482 -1.371
C3 19,833 2,273 -0.330
C4 20,322 2,913 0.642
C5 20,829 2,041 -1.627
Cé 20,888 1,639 -2.034
Cc7 23,501 2,422 -0.608
C8 23,568 0.831 -1.753
c9 21,596 1,800 1,624
C10 22 2,000 1,356
c11 21,775 1,822 0.559
Cc12 21,916 21,446 2,130 1,868 0,993 0,361 1,284
Kontrolle D1 20,034 2,744
D2 20.07 2,853
D3 21,838 2,603
D4 21,855 2,27
D5 22,237 3.668
D6 22471 3.673
D7 22,643 3,030
D8 22,782 2,584
D9 24.93 0.276
D10 25175 0,644
D11 21.02 1,263
D12 21.21 22,189 1,137 2,229
Leptin-R
Abort E1 25,958 6.692 -5.663
E2 26,4 7.085 -5.543
E3 26,17 8,610 -2,796
E4 26,545 9.136 -2.333
=3 25,617 6.829 -5.188
E6 25,644 6,295 -5.338
ET 31.786 10,707 -1.792
E8 31.837 9.100 -2.952
E9 31,643 11,747 1,024
E10 31.605 11.605 0.136
EN 31.665 11,712 1,516
E12 31,612 28,849 11,726 9,270 1,672 2,271 4,828
Kontrolle F1 29,645 12,355
F2 29,845 12,628
F3 30,641 11,406
F4 31.053 11.469
F5 30,586 12,017
F6 30431 11,633
F7 32112 12.499
F8 32.25 12,052
Fg 36,377 10,723
F10 36 11.469
F11 29,953 10,196
F12 30,127 31,502 10,054 11,542
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Statistik fur Test(b)

InsulinR LeptinR

Mann-Whitney-U 67,000 67,000
Wilcoxon-W 220,000 238,000
z -2,486 -3,006
Asymptotische

Signifikanz (2-seitig) 013 003
Exakte Signifikanz

[2*(1-seitig Sig.)] 012(a) :002(a)

a Nicht fiir Bindungen korrigiert.

b Gruppenvariable: VAR00005
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