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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Gestationsdiabetes

Der Gestationsdiabetes mellitus (GDM) ist definiert als ,,Glucosetoleranzsto-
rung, die erstmals in der Schwangerschaft mit einem 75-g oralen Glucosetole-
ranztest (0GTT) unter standartisierten Bedingungen und qualititsgesicherter
Glucosemessung aus venosem Plasma diagnostiziert wird.*[1]

Aus dieser Definition heraus ist nicht zu unterscheiden, ob es sich bei einer
vorliegenden Glucosetoleranzstorung tatsdchlich um eine schwangerschaftsas-
soziierte Storung oder eine bereits priakonzeptionell bestehende Erkrankung im
Sinne eines Diabetes mellitus Typ 1 oder 2 handelt. Demnach bedarf jede Form
einer ausgepréagten Glucosetoleranzstorung der Beobachtung und Intervention,
seien es didtetische oder medikamentdse Mallnahmen, da sowohl fiir Mutter,
als auch Kind zum Teil gravierende kurzfristige, sowie langfristige gesundheit-
liche Folgen drohen.

Die WHO hat es sich zum Ziel gesetzt, die Hiufigkeit von Diabetesfolgen als
relevantes Gesundheitsrisiko wie Schwangerschaftskomplikationen, Amputa-
tionen, Blindheit und Nierenversagen bis zum Jahr 2020 um ein Drittel zu sen-
ken [2]. Umso bedeutender ist es, das Risikoprofil und die Pathogenese dieser
Erkrankung zu verstehen und somit die Behandlung und die Privention zielge-

richtet steuern zu konnen.

1.1.1 Epidemiologie
Die Privalenz des GDM ist abhédngig von vielzdhligen Faktoren. Es zeigte sich
eine unterschiedliche Haufigkeit in verschiedenen ethnischen Gruppen, wie
Kaukasierinnen, Hispanierinnen, Asiatinnen oder Afrikanerinnen, wobei das
Risiko an einem GDM zu erkranken fiir Asiatinnen, Hispanierinnen und Afri-
kanerinnen hoher ist, als bei Kaukasierinnen [3, 4]. Von entscheidender Be-
deutung ist aber die Prdvalenz von Risikofaktoren fiir GDM bzw. der geneti-
schen Vorbelastung fiir Diabetes mellitus innerhalb der Schwangeren einer Po-

pulation. Genauso haben natiirlich das verwendete Screeningverfahren zur De-
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tektion betroffener Patientinnen (Frithschwangerschaft vs. Spatschwanger-
schaft; Urinprobe vs. Venoses Plasma; 50g Glucose-Screeningtest vs. 75g
oGTT) und nicht zuletzt die zugrunde gelegten Grenzwerte groen Einfluss auf
die dadurch im internationalen Vergleich stark schwankende Privalenz dieser
Erkrankung [1].

In Deutschland wurde im Jahr 2016 laut dem Institut fiir angewandte Quali-
tiatsforderung und Forschung im Gesundheitswesen bei 40.648 von 758.783
registrierten Schwangerschaften ein GDM diagnostiziert.

Das entspricht einer Privalenz von 5,38% und steigt somit, nach einer davor
bestehenden Phase der Stagnation zwischen 2011 und 2014, wie bereits von
2002-2010 erneut an. Die Privalenz eines bereits prikonzeptionell erworbenen
Diabetes mellitus (Typ 1 und 2 zusammengefasst) bleibt im Beobachtungszeit-
raum hingegen nahezu konstant [5, 6].Seit 2012 ist das Screening des GDM in
den Mutterpass implementiert worden und somit fester Bestandteil der Vorsor-

geuntersuchungen bei Schwangeren.
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Abbildung 1: Relative Hdaufigkeit des GDM/DM Typ 1 und 2 in % in Deutschland
2002-2016 nach [6]
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Abbildung 2: Absolute Hdufigkeiten GDM/DM Typ 1 und 2 in Deutschland 2002-
2016 nach [6]

1.1.2 Screening und Diagnostik

Eine Schwangerschaft ist physiologischerweise begleitet von einer Reihe hor-
moneller und metabolischer Verdnderungen. Wihrend die Frithschwanger-
schaft als anaboler Zustand zu betrachten ist [7], in dem Néhrstoffe gespeichert
werden, die Insulinproduktion steigt und die Insulinsensitivitit konstant bleibt,
oder sogar leicht ansteigt [8], ist ab der 2. Schwangerschaftshilfte von einem
zunehmend katabolen Zustand auszugehen [7]. Néhrstoffdepots werden abge-
baut und die periphere Insulinresistenz nimmt zu, wéahrend die hepatische Glu-
kosebereitstellung steigt [9], alles im Sinne der optimalen Versorgung des Fe-
ten.

Bei Patientinnen mit GDM besteht ein Defizit zwischen der Insulinproduktion
und der zunehmenden Insulinresistenz. Um Folgeschidden bei Mutter und Kind
zu vermeiden, ist eine frithe Diagnostik und adidquate Therapie der diabetoge-
nen Stoffwechsellage anzustreben. Seit Mérz 2012 ist der Entschluss des Bun-
desministeriums fiir Gesundheit, ein Screening auf GDM bei allen Schwange-
ren gemdl der Leitlinie der Deutschen Diabetesgesellschaft durchzufiihren, in

Kraft getreten und seither in den gesetzlichen Mutterschaftsrichtlinien imple-
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mentiert [10]. Ein optimales Screeningverfahren sollte immer eine hohe Sen-
sitivitit, sowie Spezifitit aufweisen, dabei leicht durchfiihrbar sein und besten-
falls keine zu hohen Kosten verursachen. Laut Empfehlungen der Deutschen
Diabetesgesellschaft scheiden die Bestimmung der Niichternblutglucose auf-
grund uneinheitlicher Grenzwerte und damit verbundener schwankender Spe-
zifitat, sowie die Bestimmung der Gelegenheits-Blutglucosewerte, der
Uringlucose, des HbAlc und des Fructosamins aufgrund mangelnder Sensiti-
vitdt als generelle Screeningverfahren aus [1]. Einzig der Glucose Challenge
Test oder auch 50g-Glucose-Screeningtest weist ein akzeptables Verhiltnis
zwischen Spezifitit und Sensitivitit auf, wodurch es im Rahmen eines zwei-
zeitigen Screeningverfahrens in Kombination mit dem 75g oralen Glucose To-
leranztest (0GTT) in Deutschland etabliert ist. Hierbei wird eine Losung aus
200ml Wasser und 50g Glucose unabhingig von Tageszeit und letzter Nah-
rungsaufnahme aufgenommen, die Glucosebestimmung erfolgt 1 Stunde nach
Beenden des Trinkens im venosen Plasma. Ab einem Wert von >201 mg/dl
(11,1 mmol/1) gilt die Diagnose eines GDM als sicher, bei Werten >135 mg/dl
(7,5 mmol/l) sollte im Rahmen der zweizeitigen Testung ein 75g oGTT folgen
[11]. Bei Patientinnen mit hohem Risikoprofil (vorangegangener GDM, fami-
lidare Diabetesbelastung, nicht-nordische Herkunft, Gewicht >90 kg, BMI >30
kg/mz, Alter >25 Jahre [12]) ist ein Vortest obsolet und es sollte, um Doppel-
testung zu vermeiden, von vornherein der Goldstandard der Diabetes-Testung,
der 75g oGTT durchgefiihrt werden [1].

Hierbei wird nach Bestimmung des Niichternglucosewertes eine Losung aus
300ml Wasser mit 75g Glucose iiber 3-5min getrunken und anschlieend nach
1 und nach 2 Stunden die Glucose im Plasma bestimmt.

Der Test sollte unter Standardbedingungen stattfinden.

Als Standardbedingungen gelten: keine akuten Erkrankungen; keine Blutzu-
cker-steigernde Medikation; keine korperliche Anstrengung vor oder wihrend
des Tests; individuell normale Essgewohnheiten in den vorherigen 3 Tagen
(also keine bewussten Einschriankungen, z.B. in der Kohlenhydrataufnahme);
Einhalten einer Niichternperiode von mindestens 8h; Testbeginn zwischen 6-9
Uhr morgens, aufgrund physiologischer Blutzuckerschwankungen im Tages-

verlauf [1].Die International Association of Diabetes and Pregnancy Study
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Groups (IADPSG) empfiehlt als anzuwendende Grenzwerte einen Niichtern-
blutzucker von <92 mg/dl (5,1 mmol/l), einen 1h-Blutzuckerwert von <180
mg/dl (10 mmol/l) und einen 2h-Blutzuckerwert von <153 mg/dl (8,5 mmol/l)
als Diagnosekriterium fiir einen GDM. Ein 2-fach ermittelter Niichternblutzu-
cker von >126 mg/dl (7,0 mmol/l), sowie ein 2h-Wert >200 mg/dl (11,1
mmol/l) gelten als Beweis fiir einen manifesten Diabetes mellitus [13].

Bei der Diagnostik des GDM wird zwischen Frith- (<24 SSW) und
Spitschwangerschaft (>24 SSW) unterschieden. Bei Vorstellung in der Friih-
schwangerschaft sollen vor allem Patientinnen mit Risikofaktoren (siehe Fluss-
diagramm) auf einen bisher nicht entdeckten Diabetes mellitus hin untersucht
werden [13].

Hierbei gibt es zwei Vorgehensweisen. Es wird eine Gelegenheits-Glucosebe-
stimmung, also unabhingig vom Zeitpunkt der letzten Nahrungsaufnahme,
durchgefiihrt. Liegt der Wert bei >200 mg/dl (11,1 mmol/l) folgt als Zweitmes-
sung die Bestimmung der Niichtern-Glucose. Liegt der Wert zwischen 140-
199 mg/dl (7,8-11,05 mmol/l) sollte eine Zweitmessung oder der 75g oGTT
folgen. Alternativ kann von vornherein eine Niichtern-Glucosebestimmung
durchgefiihrt werden. Liegt der Plasmawert hier bei >92 mg/dl (5,1 mmol/l)

erfolgt eine nochmalige Durchfiithrung des Tests. Die Deutsche Diabetesgesell-

schaft hat dazu folgendes Diagramm erstellt:
Gelegenheits-Glukose oder Nuchtern-Glukose
>200 mg/dl (11,1 mmol/I) >92 mg/dl (5,1 mmol/l)

~,

Nuichtern-Glukose (Zweitmessung)

— T

<92 mg/dl (5,1 mmol/l) 92-125 mg/dl (5,1-6,9 mmol/l) >126 mg/dl (7,0 mmol/I)
0.B. GDM Diabetes

Abbildung 3: Flussdiagramm bei erhohten Blutglucosewerten in der Friihschwan-
gerschaft[1]
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Zwischen der 24+0 und 27+6 SSW sollte bei allen Schwangeren der 75g-oGTT

durchgefiihrt werden [13] und nach folgendem Flussdiagramm vorgegangen

werden:
Schwangerschaft
ErstvoMtellung Erstvor¥tellung
vor 24 SSW nach 24 SSW
Risiko® alle

*Risiko (mindestens eins)
- Alter >45 Jahre

ﬂ - BMI > 30 kg/m?2

prakonzeptionell
- korperliche Inaktivitat
- familidre Diabetesbelastung

Gelegenheits-Blutglukose?® (vendses Plasma)
> 200 mg/dl (11,1 mmol/l)

- ethnische Risikopopulation
(z.B. Asien, Lateinamerika)

“Altefiatvals Messling A 4 - Geburt eines Kindes >4500 g
niichtern maglich. Ergebnisse >92 - 5
o mg/dl (5,1 mmol/l) miissen durch Nein - GDM anamnestisch
Zweitmessung bestatigt werden. - RR > 140/90 mmHg
Zweitmessung entscheidet. oder Antihypertensiva
- Dyslipidamie
bestatigen durch - PCOS

- friherer Pra-Diabetes
- Klinische Insulinresistenz

- KHK, pAVK, zerebral-arterielle

Nuchtern-Blutglukose (vendses Plasma) Makroangiopathie

- Kontrainsulindre Medikation
‘ (z.B. Glukokortikoide)
' ' I
> 126 mg/dl 92-125 mg/dl < 92 mg/dl J 4 50-g GCT
(7,0 mmol/1) (5,1-6,9 mmol/l) (5,1 mmol/1) |_' als Vortest
A 4 A 4 moglich
| > 24+0-27+6 SSW positives Screening
75-g oGTT* (vendses Plasma) (vendses Plasma)
nach 1 h:
I 135 mg/dl
(7,5 mmol/I)
Nu: > 126 mg/d / NU: > 92 mg/d \
Manifester Diabetes (7,0 mmol/1)’ (5,1 mmol/l)

-+ kein Test

1 h: > 180 mg/dl

HbAlc > 6,5%?
(10,0 mmol/I)

Typ 1? Typ 2? Sekundér?

2 h: > 200 mg/d 2 h: > 153 mg/d

*bestatigen
durch
Zweitmessung

(11,1 mmol/l) (8,5 mmol/l)
_J \_ | 4

mindestens 1 Wert

Betreuung

wie prékanzeptianel Gestationsdiabetes
bekannter Diabetes |l

Abbildung 4: Flussdiagramm Diagnostik Hyperglycdmie in der Schwangerschaft [1]
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1.1.3 Folgen fiir die Mutter

Gestationsdiabetes unterliegt sowohl in der Pathogenese, als auch die unmit-
telbaren Folgen betreffend, einem sehr komplexen und multifaktoriellen Ent-
stehungsprozess, der geprégt ist von vielen variablen Confoundern, wie einem
evtl. prikonzeptionell bestehenden unbekannten Diabetes mellitus, Uberge-
wicht, arterieller Hypertonie, dem oftmals hoheren Alter der Mutter oder auch
didtetischen Verdnderungen wihrend der Schwangerschaft [14, 15]. Diese
Confounder sowie auch das Bias durch das versorgende Personal, je nach
Kenntnisstand der Diagnose eines GDM unterschiedliche Behandlungsstrate-
gien zu verfolgen (frithzeitiger Kaiserschnitt, prophylaktische Versorgung des
Neugeborenen auf einer Intensiveinheit) stehen im Verdacht, Einfluss auf ei-
nige der primiren oder sekunddren Endpunkte der Studien zu haben [16].
Generell muss bei einem GDM zwischen akut pra- oder perinatal auftretenden
Problemen und Langzeitfolgen unterschieden werden.

Vermutlich aufgrund der Glucosurie konnte ein vermehrtes Auftreten von
Harnwegsinfekten und Candidainfektionen nachgewiesen werden [17]. Ver-
schiedene Studien konnten im Zusammenhang mit GDM ein erhohtes Risiko
fiir hypertensive Storungen, wie arterielle Hypertonie, Prieklampsie oder Ek-
lampsie [18-20], eine erhohte Rate an Frithgeburtlichkeit (<37.SSW), Schul-
terdystokien, Kaiserschnitten [15], Dammrissen Grad III und IV bis zu schwe-
ren postpartalen Blutungen [21] und als Langzeitfolge einen manifesten Dia-
betes mellitus [22] nachweisen. Wie eingangs bereits erwihnt, unterliegen
diese Folgen allerdings verschiedenen potentiellen Ursachen. So kommt es bei-
spielsweise bei den hypertensiven Stérungen und GDM zu Uberlappungen.
Beide Storungen sind assoziiert mit Insulinresistenz, Inflammation und dem
miitterlichen Fettverteilungsmuster [23]. Gleichzeitig konnen hypertensive
Entgleisungen, sowie die durch die Hyperglycdmie bedingte Makrosomie des
Kindes zu einer verfritht notwendigen Einleitung oder auch spontan einsetzen-
den Geburt fithren [24]. Ebenso kann die erhohte Privalenz von Infektionen,
wie o.g. Harnwegsinfekte ursichlich fiir die Friihgeburtlichkeit sein. Ahnlich
verhilt es sich mit der erhohten Rate fiir Kaiserschnitte bei Patientinnen mit

GDM [15].
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Studien konnten allerdings nachweisen, dass nicht zwingend die Makrosomie
des Kindes, die bei behandelten GDM Patientinnen seltener auftritt, sondern
die Diagnose GDM zu einer zum Teil 2-fach hoheren Rate an Kaiserschnitten
fithrt [25, 26].

Eine gefiirchtete Langzeitfolge des GDM ist das Auftreten eines manifesten
Diabetes mellitus [27]. Je nach Studie liegt die Inzidenz in Europa zwischen
11-53%, abhidngig vom Zeitpunkt der postpartalen Reevaluation, des Schwe-
regrades des GDM, sowie dem Vorhandensein weiterer Risikofaktoren [28-
31]. Insgesamt ist das Risiko fiir Frauen nach einem GDM in den darauffol-
genden 10 Jahren an einem T2DM zu erkranken 7-10fach erhoht, ca. 20 %
weisen 1 Jahr postpartum Glucosetoleranzstérungen in unterschiedlichen
Schweregraden auf [11]. Das Auftreten eines Diabetes mellitus Typ 2 scheint
beeinflusst zu sein durch den prikonzeptionellen BMI, die Gewichtszunahme
postnatal, eine positive Familienanamnese, erhohte Niichtern- und Toleranz-
testwerte wihrend und nach der Schwangerschaft, Zeitpunkt der Diagnose in
der Schwangerschaft (je frither, umso hoher das spitere Diabetesrisiko) und
die Notwendigkeit einer pharmazeutischen Therapie in der Schwangerschaft
[29, 31, 32].

Die Privalenz eines Diabetes mellitus Typ 1 1-10 Jahre nach einer Schwanger-
schaft mit GDM liegt je nach Studie bei 2-9% [28, 29] und kann fiir gewthnlich
bereits frithzeitig durch den Nachweis von Autoantikdrpern vermutet werden
[31, 33-35].

Durch den Diabetes mellitus haben diese Patientinnen ein erheblich gesteiger-
tes Risiko fiir mikro- und makrovaskuldre Erkrankungen, wie Herzinfarkte,

Schlaganfille, Nephropathien und Retinopathien [36, 37].

1.1.4 Folgen fiir das Kind

Die meisten der oben genannten akuten Folgen des GDM fiir die Mutter gelten
gewissermallen natiirlich ebenso fiir das Kind, wie die erhohten Raten fiir Friih-
geburtlichkeit, Schulterdystokien und Kaiserschnitte.

Bereits 1952 postulierte Jorgen Pedersen die Hypothese, dass die maternale

Hyperglycdmie zur fetalen Hyperglycidmie fiihrt und es dadurch zu einer Hy-
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pertrophie der fetalen pankreatischen Inselzellen mit einer daraus resultieren-
den Insulinhypersekretion kommt [38], nachgewiesen durch ein erhohtes C-
Peptid aus perinatal entnommenem Nabelschnurblut. [15] Aus dieser Annahme
resultiert die erhohte Glucoseverwertung durch das Kind, sowie die erhohte
Insulinsekretion, das im Sinne eines Wachstumshormons auf Muskel- und
Fettgewebe wirkt und dadurch zu einer kindlichen Makrosomie fiihrt [38]. Laut
einer groen Studie werden 19,9% der Kinder von Miittern mit GDM als Large
for Gestational Age, also oberhalb der 90. Perzentile geboren [39]. Ein erhoh-
tes Geburtsgewicht kann wiederum Einfluss auf einen verfriihten Geburtster-
min, die Kaiserschnittrate, oder das Auftreten von Schulterdystokien haben
[39]. Des Weiteren fiihrt die Makrosomie iiber einen gesteigerten Stoffwechsel
und damit einhergehenden Sauerstoffbedarf zu einer vermehrten Bildung von
EPO mit Polyglobulie [40]. Eine fetale Hyperglycidmie kann zu einem gestei-
gerten Trinkverhalten und Polyurie mit daraus folgendem Polyhydramnion
fiihren, was wiederum eine Friithgeburt zur Folge haben kann [41].

Die Makrosomie bedeutet zwar ein gro3es, in der Entwicklung aber dennoch
moglicherweise unreifes Kind, mit einer Unreife von Lunge und Leber [42,
43], bis hin zum ARDS (acute respiratory distress syndrome) des Neugebore-
nen [44].

Eine weitere gefiirchtete postpartale Komplikation sind Hypoglycédmien beim
Neugeborenen [15] aufgrund des Wegfalls der konstant hohen Glucosezufuhr
iber die Nabelschnur, bei zunichst weiterhin erhohter Insulinproduktion [44].
Infolge engmaschiger Kontrollen vor allem bei Neugeborenen von Miittern mit
GDM ist das Auftreten schwerer Hypoglycamien selten geworden [15].

Als Langzeitfolgen drohen bei den Kindern ebenfalls Ubergewicht, die Ent-
wicklung eines Diabetes mellitus und bei Midchen das gehiufte Auftreten von
GDM in eigenen zukiinftigen Schwangerschaften [45-47].

Der genaue Mechanismus, wie das erhohte Risiko fiir die o.g. Langzeitfolgen
auf das Kind iibertragen wird, ist noch nicht vollstindig geklart. Es wird zu-
nehmend untersucht, in wie weit die Exposition gegeniiber der diabetogenen
Stoffwechsellage den Fetus bereits in utero prigt, im Sinne epigenetischer Ein-
fliisse [48]. Diese Einfliisse unterliegen einer fortschreitenden Dynamik, je

nach Ausprigung der Insulinresistenz [49].
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Es sollten also jegliche Ausprigungen einer Glucosetoleranzstdrung in der
Schwangerschaft frithzeitig behandelt werden, um epigenetische Verdnderun-
gen und die daraus folgenden Langzeitfolgen fiir das Kind zu vermeiden.

Die Entstehung eines T2DM bei Kindern scheint insgesamt ein multifaktoriel-
ler Prozess zu sein, bei dem bisher die Einfliisse aus maternalem Metabolis-
mus, Epigenetik und kindlichem Ubergewicht bzw. den Folgen eines ungesun-

den Lebenstils kaum voneinander zu trennen sind [50].

1.1.5 Pathophysiologie Diabetes mellitus

In der Schwangerschaft unterliegt der Metabolismus der Schwangeren vielfil-
tigen physiologischen Verinderungen, beeinflusst vor allem durch hormonelle,
aber auch immunologische Faktoren. Im Sinne der sich entwickelnden Frucht,
werden vermehrt Niahrstoffdepots angelegt und im weiteren Verlauf der
Schwangerschaft fiir den Fetus mobilisiert. Zur Gewihrleistung dieses Mecha-
nismus ist hierbei eine physiologische Insulinresistenz notig, die sicherstellt,
dass dem Fetus ausreichend Néahrstoffe zur Verfiigung gestellt werden und
nicht bereits durch den miitterlichen Stoffwechsel metabolisiert werden.

Der GDM stellt aber eine pathologisch entglittene Form dieses Zustandes dar
und dhnelt in der Pathophysiologie stark dem Diabetes mellitus.

Diabetes mellitus entsteht entweder aufgrund eines absoluten, oder eines rela-
tiven Insulinmangels im Sinne einer erhohten peripheren Insulinresistenz. Die
gingige Klassifikation des Diabetes unterscheidet zwischen dem autoimmun
verursachten Insulinmangel beim Typ 1 und der Adipositas-assoziierten Insu-
linresistenz beim Typ 2 Diabetes mellitus (T2DM), sowie dem Gestationsdia-
betes als Sonderform [51]. In der Klinik bestehen allerdings vielfiltige Uber-
lappungen und es zeigt sich, dass es kein zuverldssiges klinisches Symptom
oder diagnostisches Kriterium gibt, das eine zuverldssige Unterscheidung der
Formen zulésst [52]. Heutzutage wird einerseits Typ 2 Diabetes mellitus in
immer jiingeren Jahren und einhergehend mit einem Untergang der B-Zell-In-
seln des Pankreas diagnostiziert, andererseits steigt gleichzeitig die Inzidenz
eines erhohten Body Mass Index, sowie einer nachgewiesenen Insulinresistenz

bei Patienten mit Typ 1 Diabetes mellitus [53].
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11

Diabetes mellitus Typ 1

Diabetes mellitus Typ 2

Alter bei Erstmanifestation

v.a. Kinder- und Jugendalter, kann
aber in jedem Alter auftreten

Gewohnlich assoziiert mit hherem
Alter; die Pravalenz bei jingeren
Personen ist steigend

Insulinmangel

absolut

Relativ zur jeweiligen Insulinresis-
tenz

Risikofaktoren

Genetisch®, Ubergewicht, Insulinre-
sistenz

Genetisch®, Ubergewicht, Insulinre-
sistenz

Insulitis autoimmun Autoinflammatorisch
Autoantikorper In 85-90% d.F. vorhanden Moglicherweise vorhanden
Behandlung Insulintherapie Diat, Bewegung, orale Antidiabe-

tika, Insulin

“sowohl Typ 1, als auch T2DM haben eine genetische Komponente als Ursache, allerdings wurden

unterschiedliche Gene identifiziert

Abbildung 5: Vergleich Charakteristika assoziiert mit Typ I und Typ 2 Diabetes
mellitus nach[54]

Traditionell wurde bisher strikt zwischen dem korpereigenen Metabolismus,
dessen Aufgabe die Verwertung von Nihrstoffen ist und dem Immunsystem,
zur Abwehr von korperfremden Schadstoffen, Mikroorganismen oder auch
kanzerogenen Einfliissen unterschieden. Klinisch werden aber viele Interakti-
onen zwischen beiden Systemen beobachtet, wie Erndhrung das Immunsystem,
aber auch Entziindungsreaktionen den Stoffwechsel beeinflussen [52]. Im Zu-
sammenhang mit Diabetes mellitus haben Studien erhthte Serumwerte von
Akute-Phase-Proteinen, wie C-reaktives Protein (CRP), Haptoglobin, Fibrino-
gen und Zytokinen, wie Interleukin-16 (IL-18), Tumor-Nekrose-Faktor o
(TNF-0) und Interleukin-6 (IL-6) beschrieben [55, 56].

Als Folge der chronischen Entziindung zeigen die Inselzellen des Pankreas von
Patienten mit Typ-2 Diabetes héufig fibrotische Verdnderungen, sowie Amy-
loidablagerungen, die einerseits den Untergang der B-Zellen induzieren und
andererseits zur Aufrechterhaltung der Entziindung beitragen [57].

Weitere klassische Mechanismen der Entziindungsreaktion, wie Hypoxie und
Apoptose werden als mitwirkende Ursachen in der Entstehung von Diabetes
mellitus vermutet. So konnte beispielsweise am adiposen Mausmodell eine zu-

nehmende Hypoxie im schnell wachsenden Fettgewebe beobachtet werden.
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Bedingt durch die Hypoxie zeigte sich eine Abnahme der Glucose-, sowie Fett-
sdureaufnahme in den Adipozyten, sowie eine darauthin gesteigerte Lipolyse
[58].

Zusitzlich werden durch hypoxische Zustinde im Gewebe chemotaktisch wei-
tere Makrophagen angelockt [59].

Zusammenfassend kann Diabetes mellitus also als eine inflammatorisch mit-

verursachte Erkrankung angesehen werden [9, 54].

1.1.6 Therapie

Wie die HAPO (Hyperglycemia and Adverse Pregnancy Outcome)-Studie zei-
gen konnte, sollten auch Patientinnen mit geringen Einschrdnkungen im Insu-
linhaushalt addquat behandelt werden, um die genannten Risiken zu minimie-
ren [15]. Die primédren MaB3nahmen sollten grundsitzlich Verdnderungen im
Lebensstil umfassen. Die Erndhrung der Schwangeren sollte ausreichend und
ausgewogen sein, also die Versorgung mit samtlichen Vitaminen und Néhr-
stoffen sicherstellen. Der Anteil langkettiger Kohlenhydrate an der Gesamtka-
lorienzufuhr sollte bei 45% [60], die tigliche Kalorienzufuhr bei 1600-1800
kcal/Tag bzw. bei iibergewichtigen Frauen bei ca 25 kcal/kgKG/Tag liegen.
Auf eine zu drastische Regulierung der Energiezufuhr zum Zwecke der Ge-
wichtsreduktion sollte in der Schwangerschaft verzichtet werden, um das Ri-
siko einer lipolysebedingten Ketoazidose und einer Minderversorgung des Fo-
tus zu vermeiden [61].

Die als unbedenklich geltende Gewichtszunahme wihrend der Schwanger-
schaft ist abhingig vom BMI der Mutter prikonzeptionell und ist in folgender
Tabelle dargestellt:
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Préakonzeptioneller BMI Gewichtszunahme gesamt Gewichtszunahme/Woche

in der Schwangerschaft 2. u. 3. Trimenon*
(kg/m2 / WHO) (kg) (kg)

18,5 12,5-18 0,5-0,6
18,5-24,9 11,5-16 0,4-0,5
25,0-29,9 7-11,5 0,2-0,3

> 30 5-9 0,2-0,3

Tabelle 1: Empfohlener Bereich der Gewichtszunahme wdhrend der Schwangerschaft
[1,11,62]

Die Zielwerte des Blutglucosespiegels sind niichtern: 65-95 mg/dl (3,6-5,3
mmol/l), 1h postprandial: <140 mg/dl (<7,8 mmol/l) und 2h postprandial: <120
mg/dl (<6,7 mmol/l). Diese Zielwerte miissen allerdings immer im Gesamt-
kontext betrachtet und zwingend nach unten angepasst werden, sobald das
Kind ein unproportionales Wachstum zeigt (insbes. bei isolierter Zunahme des
Bauchumfangs), bzw. nach oben sobald das Kind Anzeichen einer Wachstums-
restriktion, oder die Mutter Tendenzen zu hypoglycdmischen Zustinden zeigt
[11]. Allein durch didtetische MaBnahmen konnen die erwiinschten Glucose-
werte selten erreicht werden. Korperliche Aktivitét steigert die Insulinsensiti-
vitdt durch erhohte muskulidre Aufnahme und Glykogensynthese [63]. Allge-
meine Empfehlungen gelten fiir 30 Minuten korperliche Aktivitdt an 5 Ta-
gen/Woche [64]. Fiihren diese MaBBnahmen nicht zum Erfolg, muss auf eine
Insulintherapie mit kurz- oder langwirksamen Priparaten zuriickgegriffen wer-
den.

Orale Antidiabetika haben bisher in Deutschland keine Zulassung zur Anwen-
dung in der Schwangerschaft [65].

Ein GroBteil der Patientinnen erreicht postpartal wieder physiologische Blut-
glucosewerte, ohne weitere nétige Intervention. Zur Vermeidung der Langzeit-
folgen wird empfohlen 6-12 Wochen postpartal einen erneuten 75g oGTT
durchzufiihren [66]. Ebenso entscheidend ist die Beibehaltung des oben ge-
nannten Lebensstils und eine baldige Gewichtsreduktion. Die Wiederholung

des oGTT auch in den Folgejahren wird empfohlen.

13



Einleitung

1.2 Plazenta
1.2.1 Aufbau und Entstehung

Die Plazenta stellt in erster Linie eine feto-maternale Austauschzone dar und
dient der Versorgung des Fetus mit Nihrstoffen und Sauerstoff bzw. dem Ab-
transport von CO> und anderen Metaboliten, als eine Art Leber, Lunge, Darm
und Niere fiir den Fetus [67]. Durch den komplexen Aufbau dient sie gleich-
zeitig auch als Schutzbarriere vor Xenobiotika und Krankheitserregern von

maternaler Seite [68].

Die befruchtete Eizelle befindet sich am 4./5. Tag im Stadium der Blastozyste,
in dem sich innerhalb des Zellverbundes ein fliissigkeitsgefiillter Hohlraum
entwickelt, der die Zellmasse in einen dufleren Trophoblasten und einen innen
liegenden Embryoblasten unterteilt [69]. Der Trophoblast lagert sich zur Im-
plantation an das Endometrium an und differenziert sich weiter in zwei Zell-
schichten, den inneren Zytotrophoblast(CT), als teilungsaktive Zellschicht und
den duBleren Synzytiotrophoblasten(SCT), in den die Zellen aus dem CT ein-
wandern, verschmelzen und eine vielkernige Zellmasse ohne erkennbare Zell-
grenzen bildet [70].

In der Vorbereitung auf die Schwangerschaft bildet sich in der Functionalis des
Endometriums die Dezidua aus. Hierbei speichern die Dezidua-Zellen Glyko-
gen und Lipide zur Versorgung des Embryos, bis ein funktionierender Blut-
kreislauf etabliert ist [68]. AuBerdem wird vermutet, dass die Dezidua die Mig-
ration und Invasivitit des Trophoblasten steuert und begrenzt [71].

Ab dem 9. Tag wird der SCT durch Lakunenbildung aufgelockert. Die Laku-
nen flieBen zusammen und bilden den zusammenhingenden intervillosen
Raum, in den miitterliches Blut aus arrodierten Kapillargefdaen fliet [69]. Ab
dem 13. Tag proliferiert der CT kolumnenformig in den SCT und bildet so die
Primérzotten, die sich anschlieBend durch Mesenchymbildung im Kern zu Se-
kundirzotten weiterentwickeln, um am Ende der 3. Woche durch Kapillarge-
faBbildung im Mesenchym zu den endgiiltigen Tertidrzotten zu werden. Damit
beginnt um den 21. Tag die Blutzirkulation [70]. An vereinzelten Stellen zieht
der CT durch den intervillésen Raum bis zur Dezidua und bildet sogenannte

Haftzotten [69]. Von der Dezidualplatte ziehen Septen Richtung Chorionplatte,
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ohne die Plazenta vollstindig zu unterteilen, diese Einheiten sind auf der ma-
ternalen Plazentaseite als Kotyledonen erkennbar [69]. Ihre endgiiltige Dicke
von 2-4cm hat die Plazenta um den 5.Monat erreicht, ab da nimmt nur noch
die Fldchengro3e bis zu einem Durchmesser von ca 20cm zu. Das endgiiltige
Gewicht betrdgt ca 500g [70]. Im intervillosen Raum befinden sich ca 150-200
ml miitterliches Blut, das aus ca 70 Spiralarterien stammt. Der Stoffaustausch
findet iiber die Plazentaschranke statt, die bis zum 4. Monat aus Endothel und
Basalmembran der fetalen Gefdlle, dem Mesenchym in den Tertidrzotten, so-
wie dem CT und SCT besteht. Spiter wird die Schicht des CT zunehmend diin-
ner, bis schlieBlich das fetale Gefdl unmittelbar dem SCT anliegt und der
Stoffaustausch iiber eine Membran von nur noch 2-4um Dicke erleichtert wird
[70].

Amnion Intenvillise: Zottenbaum W, umbilicalis

Raum

vtotrophoablast

ChRoriar
Aa, umbilicales I Svruyvtio L OFHDN
trophoblast pratie

Amnian-
hahle

Myometrium -

Haft folten

Drezidua
basally -~ Basalplatte

Sparalartene mutterhche Blut L d. intervillisen  Plarenta- e !
P TR Synaytiotrophoblast
Vene Kaumen germischi Septum

Abbildung 6: Aufbau einer reifen Plazenta [70]

1.2.2 Transport und metabolische Funktion

Der Transport von Nihrstoffen, Gasen, Stoffwechselprodukten, Hormonen,
Immunglobulinen aber auch Erregern oder Medikamenten findet entweder
durch aktive (energieverbrauchender aktiver Transport, Pinozytose) oder pas-
sive (Diffusion, erleichterte Diffusion, Diapedese) Transportmechanismen
statt [70]. Uber den Mechanismus der Diffusion werden Sauerstoff und andere
Gase, Bilirubin, Harnstoff, aber auch einige Medikamente transportiert, diese

Substanzen folgen hierbei einem Konzentrationsgefille zwischen maternalem
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und fetalem Blut [67]. Wasser wird ebenfalls passiv iiber die Membran trans-
portiert, hierbei aber unterstiitzt durch membranstindige Kanile [72]. Das
Konzentrationsgefille von Sauerstoff zwischen miitterlichem und kindlichen
Kreislauf ist nur sehr gering, zur ausreichenden Versorgung des Fetus gibt es
unterstiitzende Mechanismen, wie die hohere Sauerstoffaffinitit des fetalen
Héamoglobins(Hb), ein niedriger pH-Wert im miitterlichen Blut, der die O2-Af-
finitdt ihres Hb zusitzlich senkt, sowie die physiologische Tachykardie des Fe-
tus [67]. Der Fetus verfiigt kaum iiber Glykogenspeicher und ist nur sehr be-
grenzt zur Glukoneogenese befihigt, daher ist Glucose ein wichtiger Energie-
lieferant, der im Sinne einer erleichterten Diffusion, unterstiitzt durch ein
Transporterprotein (GLUT) , genauso wie das im Fetus entstandene Lactat iiber
die Plazentaschranke transportiert wird [68]. Aminosduren werden zur Syn-
these von Proteinen benétigt und sind im fetalen Blut zum Teil in héherer Kon-
zentration als im miitterlichen vorhanden [73], genauso wie die Elektrolyte Ka-
lium, Calcium und Phosphat [74], was einen energieverbrauchenden aktiven
Transport iiber die Membran notig macht. Es konnte die Beteiligung von
Na*/K*-ATPasen, Ca?*-ATPasen, Na*/H*-Austauscher, sowie Na*abhingige
Aminosédurentransporter nachgewiesen werden [75]. Ebenfalls aktiv transpor-
tiert werden Fettsduren, Vitamine und Hormone [70]. Molekiile >10 kDa, wie
Fette und Proteine, konnen die Membran nicht mehr per Diffusion iiberwinden.
Der Transport dieser Substanzen, wie auch beispielsweise Immunglobuline vy,
die dem passiven Immunschutz des Kindes dienen, findet durch Pinozytose
statt. Hierbei stiilpt sich ein Teil der Membran iiber die Substanz und transpor-
tiert diese als Vesikel durch die Zelle, um sie auf der anderen Seite wieder zu
sezernieren [67].

Einen weiteren Transportmechanismus stellt die Diapedese dar, der gro3eren
Substanzen wie Leukozyten, Erythrozyten, aber auch Viren und Bakterien den
Ubertritt ermoglicht. Hierbei kommt es durch Mikrotraumen in der GefiBwand
zu einer Durchwanderung durch diese Liicke [70]. Eine klinische Relevanz hat
dieser Mechanismus neben der Ubertragung von Infektionen beispielsweise
bei Rhesusinkompatibilitit, nach Ubertritt von fetalem Rh*-Blut in den Kreis-
lauf der Rh™ Mutter, aber auch in der pranatalen Diagnostik durch die Analyse

fetaler Zellen plazentaren Ursprungs im maternalen Blut [67].

16



Einleitung

1.2.3 Endokrine Funktion

Zur Aufrechterhaltung der Schwangerschaft hat der Organismus einen gro3en
Hormonbedarf, deren Produktion die endokrinen Driisen der Mutter allein
nicht bewerkstelligen konnen. Die hypothalamische und hypophysire Achse
wird durch Riickkopplungsmechanismen aufgrund der hohen Konzentrationen
an Steroidhormonen gehemmt. Die Plazenta unterliegt keiner Hemmung, so-
dass der SCT die Hormonproduktion oder deren Vorstufen tibernimmt [67]. Es
werden hauptsédchlich humanes Choriongonadotropin (hCG), humanes Plazen-
talaktogen (hPL), humanes Chorionthyreotropin (hCT), ACTH-dhnliche Sub-
stanzen, humanes plazentdres Wachstumshormon (hPGH), Insulin-like groth
factor (IGF), Gestagene wie Progesteron und Ostrogene mit endokrinen, pa-
rakrinen oder autokrinen Funktionen gebildet [67, 68].

HCG hat aufgrund des strukturell Zhnlichen Aufbaus auch eine dhnliche Funk-
tion wie das luteinisierende Hormon (LH), die die Reifung der fetalen Gona-
den, Follikel und den Deszensus der Hoden umfasst [70]. Auflerdem erhélt das
hCG in den ersten Schwangerschaftswochen die Funktion des Corpus luteum,
das die Gestagen- und Ostrogenproduktion zur Aufrechterhaltung der Dezidua
und damit der Schwangerschaft gewihrleistet, bis nach 6-12 Wochen der SCT
ausreichend Progesteron produzieren kann [70].

HPL hat strukturell groe Ahnlichkeit mit dem Wachstumshormon und korre-
liert im Anstieg mit der Funktion des SCT bzw. dem allgemeinen Funktions-
zustand der Plazenta gegen Ende der Schwangerschaft [70]. HPL wirkt mit auf
die Entwicklung der Brust, sowie auf die Vorbereitung zur Laktation ein [67].
Es stimuliert aulerdem die Produktion von IGF und Surfactant [76]. Studien
konnten einen Hinweis darauf geben, dass hPL eine periphere Insulinresistenz
verursachen kann [77], durch den diabetogenen und lipolytischen Effekt ist fiir
die Versorgung des Fetus mit Glukose, sowie Fett- und Aminosduren gesorgt
[67].

HPGH é&hnelt strukturell stark dem hypophysdren Wachstumsfaktor und
scheint ebenfalls Einfluss auf die Plazentaentwicklung, sowie die Produktion
von IGF zu haben [68]. Es konnte gezeigt werden, dass hPGH die PI3-Kinase
im Skelettmuskel und dadurch den Signalweg zum Einbau von GLUTSs in die

Membran hemmt, was eine erniedrigte Insulinsensitivitit zur Folge hat [78].
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Die kontinuierlich steigende Produktion von Ostrogenen findet in der Plazenta
auf der Basis von maternalem Cholesterol und in der fetalen Nebenniere gebil-
detem Dehydroepiandrosteronsulfat statt. Ostrogen wirkt sich hauptsichlich
auf die physiologischen Anpassungsmechanismen des miitterlichen Systems,
wie Gerinnungsfaktoren, Wasser-Salz-Haushalt und die Lipidsynthese aus
[67].

Wie eingangs bereits erwihnt, dient das Progesteron der Aufrechterhaltung der
Decidua graviditatis, sowie der Ruhigstellung der Uterusmuskulatur. Die Pro-
duktion leitet sich zu 80% von maternalem Cholesterol ab und wird vom Fetus
als Vorstufe zur Gluko- und Mineralkortikoidsynthese genutzt [67].

Ein weiteres Proteohormon der Plazenta ist Leptin, eine das Hungergefiihl un-
terdriickende und den Energiehaushalt beeinflussende Substanz, die ansonsten
hauptsédchlich in Adipozyten hergestellt wird. Physiologischerweise ist die
Schwangerschaft ein Zustand der Leptinresistenz, sodass eine ausreichende
Energieaufnahme gewihrleistet wird [79]. Leptin hat einen Effekt der negati-
ven Riickkopplung auf die Insulinsekretion [80] und steht daher im Verdacht
ein positiver Préadiktor fiir GDM zu sein [81].

1.2.4 Immunologische Funktion

Der Chromosomensatz des Menschen ist zu 50% maternalen und zu 50% pa-
ternalen Ursprungs, warum das Immunsystem der Mutter trotzdem nicht gegen
den semi-allogenen Fetus aktiv wird, wird als immunologisches Paradoxon be-
zeichnet [82]. Die Grundlage dieses Paradoxons beruht auf der Tatsache, dass
physiologischerweise kein direkter Kontakt zwischen fetalem und maternalem
Gewebe besteht, sondern stets die Plazenta, als immunologisch regulierendes
Organ zwischengeschaltet ist [83]. Eine schwangere Frau ist durchaus immun-
kompetent, wie es sich beispielsweise bei der Rhesusinkompatibilitit im Falle
des Ubertritts von fetalem Rh* Blut in den Kreislauf der Rh™ Mutter zeigt.

Die Heterogenitit der HLA (human leukocyte antigen) zwischen Mutter und
Kind scheinen der plazentaren Funktion und damit einer erfolgreichen
Schwangerschaft sogar dienlich zu sein [83]. Die Fruchtbarkeit unter blutsver-

wandten Paaren, mit u.a. vermehrt iibereinstimmenden HLA Regionen, ist
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deutlich erniedrigt und die Fehlgeburtsrate deutlich erhoht [84]. Fast alle kern-
haltigen Zellen des Menschen besitzen an ihrer Oberflidche spezielle MHC-
(major histocompatibility complex) oder auch HLA-I-Molekiile, die die Zelle
zur Prisentation intrazelluldr synthetisierter Proteinfragmente befdhigt, um
dadurch im Falle der Prisentation von kérperfremdem Material CD®* T-Lym-
phozyten und andere Immunzellen zu aktivieren. Spezielle Imnmunzellen wei-
sen MHC-II- bzw. HLA-II- Molekiile an der Oberflidche auf und kénnen so den
CD* T-Lymphozyten zuvor phagozytierte Fremdproteine prisentieren [85].
Die Zellen des CT und des SCT weisen weder HLA-II-Molekiile, noch die
klassischen Subtypen HLA-A oder HLA-B der HLA-I-Molekiile auf, sodass
eine Immunreaktion auf diese Zellen, trotz des direkten Kontaktes zwischen
SCT und maternalem Blut, ausbleibt [86]. Die Plazenta verhilt sich an diesem
Punkt also immunologisch neutral [83].

Die Zellen des extravillosen Trophoblasten, die also invasiv in die Dezidua
hineinwachsen, weisen allerdings ein fiir sie spezifisches Expressionsmuster
von HLA-C,-G und —E Molekiilen auf, und sind damit sichtbar fiir deziduale
NK-Zellen und T-Lymphozyten [86]. Dennoch bleibt eine Bekdmpfung des
SCT durch das miitterliche Immunsystem aus. Eine mogliche Erklédrung ist,
dass dNK-Zellen durchaus mit den HLA-Molekiilen interagieren, iiber ver-
schiedene exprimierte Rezeptoren kann es hierbei allerdings zur Aktivierung
oder Hemmung der Zytotoxizitit der dNK-Zellen kommen [83]. Demnach
scheint die Aktivitit der ANK-Zellen durch Regulierung der Angiogenese, so-
wie der dezidualen Invasion des Trophoblasten essentiell fiir den Erfolg der
Schwangerschaft zu sein [87].

Eine weitere stark vertretene Zellreihe sind Hofbauerzellen, also Dezidua-spe-
zifische Makrophagen, die vermutlich ihren Beitrag zur Bekdampfung von bak-
teriellen und viralen Infektionen leisten [87], sowie immunregulatorische In-
terleukine, wie IL-10 sezernieren [82].

Dendritische Zellen sind hingegen nur minimal und dann auch nur in unmittel-
barer Umgebung zu maternalen Gefidlen nachweisbar, vermutlich bedingt
durch die kaum vorhandenen lymphatischen Gefid3e innerhalb der Plazenta und
gelten als Uberbleibsel aus dem Endometrium vor der Implantation [87], schei-

nen aber ebenfalls immunregulatorische Zytokine zu sezernieren [82].
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Auch eine gewisse Anzahl von T-Zellen wurde nachgewiesen, deren genaue
Funktion scheint aber noch nicht abschlieBend geklirt zu sein [87].

Das Immunsystem der Plazenta steht nicht nur in Interaktion mit dem Fetus,
sondern hat ebenfalls Einfluss auf das maternale System. Immunzellen und der
SCT sezernieren beispielsweise Zytokine wie TNF-a, IL-6 und -10 oder Leptin
und haben damit iiber oben bereits beschriebene inflammatorische Mechanis-
men Einfluss auf den Metabolismus der Mutter [88]. Auch Mikropartikel des
SCT, die in den miitterlichen Kreislauf gelangen konnen, stimulieren systemi-

sche Immunzellen und fiihren zu erhohten Konzentrationen der Zytokine [82].

1.3 Interleukine

Interleukine sind Proteine und gehoren wie u.a. Interferone, Tumor-Nekrose-
Faktoren, transformierende Wachstumsfaktoren, Kolonie-stimulierende Fakto-
ren und Chemokine zur Gruppe der Zytokine [89]. Sie dienen als Mediatoren
und damit der Kommunikation zwischen Immunzellen, wie Makrophagen, B-
und T-Zellen und deren Migration [90]. Es sind bereits viele verschiedene Ver-
treter der Interleukine bekannt, die genauen Funktionen sind bisher aber noch
nicht abschlieBend geklirt. Man weil} beispielsweise, dass IL-16 und I1-6 wich-
tige Entziindungsmediatoren sind, die u.a. systemische Effekte wie Fieber oder
Schockzustiande auslosen konnen, IL-2 ist einer der wichtigsten T-Zell-Stimu-
latoren, wihrend IL-4 vor allem die Differenzierung von T-Helferzellen be-
wirkt und Einfluss auf die Immunglobuline der Klasse E hat. Zusammen mit
IL-5, das eosinophile Granulozyten stimuliert, hat IL-4 also groen Einfluss
auf Allergien. IL-10 ist der wichtigste immunsuppressive Mediator, durch

Hemmung anderer proinflammatorischer Interleukine [90].

1.3.1 Interleukin 7

Interleukin 7 wird hauptsdchlich in den Stromazellen des Thymus und des
Knochenmarks, sowie in Lymphorganen und Epithelzellen von Leber und In-
testinaltrakt, Keratinozyten und anderen Zellen produziert [91]. Auch Dendri-
tische Zellen und Makrophagen sezernieren kleine Mengen IL-7 [92]. IL-7

wirkt iiber IL-7 Rezeptoren aktivierend auf den intrazelluldr gelegenen JAK-
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STAT-Signalweg und hat dadurch eine antiapoptotische und stimulierende
Wirkung auf unreife B-Zellen und naive T-Zellen [93]. In einem Mechanismus
der Selbstregulation werden bei bereits aktivierten T-Zellen die IL-7-R runter-
reguliert, sodass IL-7 hier keine Wirkung mehr zeigen kann [93]. Studien ha-
ben aulerdem gezeigt, dass eine erhohte Konzentration von IL-7 im Fettge-
webe von adiposen Menschen festgestellt werden kann. Dadurch stellt IL-7

einen potentiellen Mediator der Adipositas-bedingten Inflammation dar [94].

1.3.2 Interleukin 8

Interleukin 8, oder auch CXCLS, ist ebenfalls ein proinflammatorisches Inter-
leukin, das hauptsédchlich von aktivierten Monozyten, Makrophagen, vaskula-
ren Endothelzellen und Fibroblasten aus einem Entziindungsgebiet sezerniert
wird [95]. Diese Zellen werden durch IL-18, TNF-a, Lipopolysccharide, virale
Produkte oder oxidativen Stress, iiber die Aktivierung des Transkriptionsfak-
tors NF-kB, stimuliert [96, 97]. Interleukin 8 wirkt iiber zwei G-Protein gekop-
pelte Rezeptoren, CXCR1 und CXCR?2, die unter anderem auf der Oberfldche
neutrophiler Granulozyten stark vertreten sind [95]. Intrazelluldr bewirkt die
Aktivierung eine Veridnderung im Zytoskelett, was die Gewebsmigration der
Leukozyten ermoglicht [95]. Auch ein Einfluss auf die feste Adhision zirku-
lierender Monozyten an der Endothelwand durch IL-8 konnte gezeigt werden
[98]. Uber die Rezeptoren CXCRI1 und 2, die ebenfalls auf vaskuldren En-
dothelzellen vertreten sind, fordert IL-8 durch Expression von Matrix-Me-

talloproteinasen die Migration durch die Endothelzellen [99].

1.3.3 Interleukin 15

Interleukin 15 ist ein weiteres proinflammatorisch wirkendes Zytokin, mit
komplexen Wirkmechanismen, sowohl auf das angeborene, als auch das adap-
tive Immunsystem. IL-15 wird von einer Vielzahl von Zellen sezerniert, dazu
gehoren Monozyten, Makrophagen, Dendritische Zellen (DC), Keratinoyten,

Fibroblasten, Epidermiszellen, Knochenmarkszellen, aber auch die Niere, die
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Plazenta, die Lunge, das Herz und das Gehirn [100]. Die Wirkung wird haupt-
sdchlich iiber den IL-15 Rezeptor a (IL-15Ra) vermittelt, der auf vielen Zellen
vertreten ist, u.a. auf T- und B-Lymphozyten, sowie Makrophagen [101]. Die
Bindung an den IL-15Ra fiihrt zu einer intrazellularen Aktivierung der JAK,
die wiederum STAT Proteine phosphoryliert und damit zellspezifische Effekte
auslost [102]. Durch diesen Mechanismus hat IL-15 u.a. eine entscheidende
Rolle in der Entwicklung, Differenzierung und letztlich dem Uberleben der na-
tiirlichen Killerzellen, die ihrerseits iiber die Produktion von IFN-y und TNF-
a die inflammatorische Reaktion weiterhin aufrechthalten [102]. Durch IFN-y
werden beispielsweise Monozyten zur weiteren Produktion von IL-15 stimu-
liert, welches seinerseits Monozyten und neutrophile Granulozyten zu einer er-
hohten Synthese von proinflammatorischen Zytokinen wie TNF- a, IL-1, IL-6
und IL-8 stimulieren kann und somit u.a. wie 0.g. weitere Neutrophile zum Ort
der Inflammation locken kann [103-105]. Andererseits fordern niedrige Kon-
zentrationen von IL-15 die Produktion von IL-10, einem antiinflammatorisch
wirkenden Zytokin [105]. DC produzieren IL-15 und gleichzeitig werden sie
durch IL-15 zur eigenen Differenzierung stimuliert und die Apoptose wird ver-
hindert [106]. Indirekt werden durch die von IL-15 aktivierten DC reifende B-
Lymphozyten zur Proliferation stimuliert [107]. Des Weiteren spielt IL-15 eine
groBe Rolle im Uberleben von CD8* T-Gedichtniszellen, indem es die Expres-

sion des antiapoptotischen Molekiils Bcl-2 steigert [108].
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2 Material und Methoden

2.1 Studiendesign

Bei dieser Studie handelt es sich um eine retrospektive Fall-Kontroll-Studie,
durchgefiihrt in der Klinik fiir Frauenheilkunde der Ludwig Maximilians Uni-
versitit (LMU) Miinchen mit insgesamt 80 eingeschlossenen graviden Frauen.
Bei allen Teilnehmerinnen war gemdf der Richtlinie der Deutschen Diabetes
Gesellschaft (DDG) [1] zwischen der 24. und 28. SSW ein 75-g oGTT durch-
gefiihrt worden. Gemif3 den Kriterien der DDG (Glucosewert niichtern <92
mg/dl; nach 1 h <180 mg/dl; nach 2h <153 mg/dl) ergab sich bei 40 der teil-
nehmenden Probandinnen die Diagnose eines GDM. Die Gruppe ,,GDM*
wurde weiter nach dem Geschlecht des Kindes in ,,GDM weiblich*“ und ,,GDM
méinnlich® unterteilt. Die 40 Teilnehmerinnen ohne GDM dienen als Kontroll-
gruppe, ebenfalls nach Geschlecht des Kindes unterteilt in ,,Kontrolle weib-
lich“ und ,,Kontrolle ménnlich®.

Nach der Entbindung wurde aus jeder Plazenta eine ca. 2x2x2cm grof3e zentral
gelegene Gewebeprobe eines gut durchbluteten Kotyledonen entnommen.
Hierbei wurden offensichtlich kalzifizierte, nekrotische oder minderdurchblu-
tete Bereiche konsequent ausgelassen. Die Gewebeproben stellen einen Durch-
schnitt durch die Plazenta dar und enthalten Zellen des CT, SCT, der Dezidua,
sowie amniotische Zellen. Die Proben wurden unmittelbar nach der Entnahme
in 4% Formalin eingelegt und nach 24 Stunden in Paraffin fixiert, um anschlie-
Bend fiir die Schnittherstellung zur immunhistochemischen Fiarbung weiterver-
arbeitet zu werden.

Alle Probandinnen wurden im Vorfeld ausfiihrlich aufgeklart und gaben aus-
driicklich ihr schriftliches Einverstindnis zur Studienteilnahme. Die Studie
wurde durch die Ethikkommission der LMU genehmigt. Ausschlusskriterien
waren Mehrlingsschwangerschaften, Frithgeburtlichkeit (<37. SSW), Infektio-
nen, Fehlbildungen und Wachstumsretardierung. (Vgl. Studiendesign in [109])

In der folgenden Tabelle sind die Studienteilnehmerinnen dargestellt.
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GDM Kontrolle
Alter der Mutter (Jahre) 32,83 +4,56 31,08 + 6,16
Gewicht der Mutter (kg) 77,49 £ 19,08 65,29 £17,83
BMI 28,13 £ 6,96 23,35 +6,21
Gestationsalter (Wochen) 39,85 +1,29 39,78 + 1,35
Geburtsgewicht (g) 3611,38 £ 0,08 3316,88 £ 501,73
pH Umbilikalblut 7,30 + 0,08 7,29 + 0,09
Vaginale Geburt (%) 67 80
Wehen vorhanden (%) 85 85

Tabelle 2: Klinische Kriterien der Studienteilnehmerinnen

2.2 Immunhistochemie

2.2.1 Herstellung der Paraffinschnitte

Nach der Fixierung in Formalin, zur Hemmung der Autolyse und Vernetzung
des Gewebes, wurden die Plazentaproben in Paraffin gebettet und zu festen
Blocken ausgehirtet. Mittels eines Schlittenmikrotoms wurde der Paraffin-
block in 2-3um dicke Schnitte zerteilt. Diese Gewebeschnitte wurden anschlie-
Bend im 45°C warmen Streckbad zur Entfaltung eingelegt und auf Objekttra-
gern im Brutschrank bei ca. 56°C getrocknet. Die Objekttriger wurden im Vor-
feld bereits silanisiert, um eine bessere Haftung der Priparate auf den Objekt-

tragern zu gewéhrleisten.

2.2.2 Antikorper

Die Grundlage der immunhistologischen Nachweistechnik ist die Antigen-An-
tikorperreaktion. Der Antikorper(Ak) ist ein Protein, das von B-Lymphozyten
bzw. Plasmazellen als Reaktion auf ein spezifisches Antigen(Ag) sezerniert
wird. Er besteht aus zwei schweren heavy(h)-chains und zwei leichten light(1)-
chains, die im Falle eines Immunglobulin G, Y-formig angeordnet sind. Die

Basis der Y-Figur stellt das konstante Fc-Segment, die Arme das variable Fab-
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Segment dar, welches spezifisch an die Epitop-Region des entsprechenden An-
tigens bindet. Es konnen, wie in dieser Studie, monoklonale, also vollig iden-
tische, oder polyklonale, von verschiedenen Wirten gewonnene, Ak verwendet
werden. Gewonnen werden diese Ak durch die Immunisierung des Tieres mit
dem entsprechenden Ag und der anschlieBenden Entnahme von Blut oder lym-

phatischen Organen.[110]

2.2.3 Nachweismethode

Antigene lassen sich direkt, durch den passenden und markierten Ak, oder in-
direkt, durch mehrfache Ak-Bindung, nachweisen. Bei der indirekten Methode
bindet ebenfalls ein spezifischer, aber unmarkierter Primir-Ak an das Antigen.
Anschlieend wird dem Komplex ein weiterer Sekundir-Ak beigefiigt, dieser
ist spezifisch gegen die Spezies, von der der Primir-Ak stammt, gerichtet und
bindet somit an diesen. Der Sekundir-Ak ist auerdem mit einem Enzym oder
Farbstoff markiert, der den Gesamtkomplex und damit indirekt das Ag nach-

weisbar macht.[110]

Eine spezielle Form des indirekten Ag-Nachweises, der hier genutzt wurde, ist
die Avidin-Biotin-Komplex-Methode (ABC). Avidin ist ein Protein aus Hiih-
nereiweil}, mit einer hohen Affinitit zu Biotin. Aus Griinden der Reinheit wird
heutzutage hauptsédchlich das aus Bakterien gewonnene Streptavidin genutzt.
Wie oben bereits beschrieben, bindet der Primir-Ak an das Ag, der Sekundar-
Ak ist in diesem Fall aber biotinyliert. An das Biotin bindet sich nun der ABC,
der aus Streptavidin und dem biotinylierten Enzym Peroxidase besteht, das mit

3,3Diaminobenzidin (DAB) ein briaunliches Farbprodukt bildet.
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Abbildung 7: ABC Methode, mit Primdr-Ak, biotinyliertem Briicken-Ak und ABC-
Komplex [110]

2.2.4 Immunhistochemische Fiarbung

Um die zuvor in Formalin und Paraffin fixierten Gewebeschnitte weiter bear-
beiten zu konnen, mussten sie zunéchst fiir 20 Minuten in Xylol entparaffiniert,
und anschlieBend in 100% Ethanol geschwenkt werden. Um die endogene Per-
oxidaseaktivitit zu blockieren und damit spitere Interferenzen in der Farbre-
aktion zu vermeiden, wurden die Schnitte fiir weitere 20 Minuten in dem Per-
oxidase-Substrat Wasserstoffperoxid gemischt mit Methanol eingelegt. In der
darauffolgenden absteigenden Alkoholreihe (100%, 70%, 50%) und der ab-
schlieBenden Spiilung mit Aqua destillata (Aqua dest) wurden die Gewebepro-
ben rehydriert und durch zweimaliges Waschen mit phosphatgepufferter Koch-
salzlosung (PBS) (pH 7,2) von Riickstidnden befreit. Die Gewebeschnitte, die
anschliefend mit den Ak gegen IL-7 und IL-8 inkubiert werden sollten, muss-
ten zunéchst fiir 5 Minuten in einem Schnellkochtopf in Natrium-Citratpuffer
pH 6,0 gekocht werden, um durch die Hitzebehandlung die entsprechenden Ag
zu demaskieren. Fiir die mit IL-15 inkubierten Gewebeschnitte blieb dieser
Schritt aus.

Der néchste, fiir alle drei Farbungen gemeinsame, Schritt war die dreiminiitige
Behandlung mit einem Power Block, der im Gewebe elektrostatische Ladun-
gen absittigt, um die unspezifische hydrophobe Bindung der spiter hinzuge-
fiigten Immunglobuline an Membranen oder Fettgewebe und damit eine ver-
falschte Farbereaktion zu verhindern. Nach Abschiitteln des Blockiermittels,

ohne einen weiteren Waschvorgang, wurden die Schnitte fiir mindestens 16
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Stunden bei 4°C in einer feuchten Kammer mit dem jeweiligen Primir-Ak (je-
weils gegen IL-7, 8 oder 15) inkubiert. Auf erneutes zweimaliges Spiilen mit
PBS folgte die 30-miniitige Inkubation mit dem biotinylierten Sekundir-Ak
und danach mit dem ABC-Komplex, fiir ebenfalls 30 Minuten. Nach wieder-
holtem Spiilen mit PBS wurde dem Antikoérperkomplex fiir eine Minute das
DAB zugefiigt, um mithilfe der Ak-gebundenen Peroxidase die Farbreaktion
zu ermOglichen. Durch das Spiilen mit Aqua dest. wurde die Farbreaktion ge-
stoppt.

Die Gegenfiarbung des restlichen Gewebes erfolgte fiir zwei Minuten durch
saures Himalaun nach Mayer und anschlieBendem Bléduen fiir fiinf Minuten in
Leitungswasser. In der aufsteigenden Alkoholreihe bis zuriick zu Xylol wurden
die Gewebeschnitte erneut dehydriert, um anschlieend mit dem hydrophoben
Fixiermittel Shandon Consul Mount auf dem Objekttriager unter einem Deck-
glas endgiiltig fixiert zu werden [111]. Nach diesem Vorgehen wurden jeweils
20 Gewebsschnitte aus den Gruppen ,,GDM w*, ,,GDM m*, ,, Kontrolle w*,
,Kontrolle m*“ und zu jedem Durchlauf jeweils eine Positivkontrolle bearbeitet.

Als Positivkontrollen wurden folgende Gewebsschnitte verwendet:

Antikorper Positivkontrolle
Anti IL-7 Colon

Anti IL-8 Colon

Anti IL-15 Plazenta

Tabelle 3: Positivkontrollen der jeweiligen Antikorper

2.2.5 Lichtmikroskopische Auswertung

Die Auswertung der Farbintensitit, die dem Vorkommen der Antikorperkom-
plexe und damit der Expression des jeweiligen Ag entsprechen, wurde mithilfe
eines Lichtmikroskops gemil dem Immunoreaktiven Score (IRS) nach Rem-
mele durchgefiihrt [112]. Bei dieser Methode wird lichtmikroskopisch die In-
tensitit der gefarbten Zellen bestimmt, sowie der prozentuale Anteil gefarbter
Zellen an der Gesamtheit der jeweiligen Zellpopulation. Die Intensititsstufen
reichen von 0 bis 3 und entsprechen den Einteilungen negativ, schwach, mittel

und stark. Bei der prozentualen Verteilung werden die einzelnen Bereiche
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ebenfalls Werten von O bis 4 zugeteilt, ein Anteil von 0% gefirbter Zellen ent-
spricht demnach einem Wert von 0, 1-10% entsprechen 1, 11-50% entsprechen
2, 51-80% entsprechen 3 und >80% ist dem Wert 4 zugeteilt. Die ermittelten
Zahlenwerte der Intensitit und der Verteilung werden miteinander multipliziert
und ergeben anschlieBend den Score-Wert. Die Werte konnen also von 0 bis
maximal 12 reichen. Diese Auswertung wurde fiir alle drei getesteten IL in den
GDM- und Kontrollgruppen fiir jeweils beide Geschlechter durchgefiihrt. Hier-
bei wurden jeweils die Scores fiir die Zellen des SCT, sowie des extravillosen

CT, also die Zellen der Dezidua bestimmt.

2.3 Immunfluoreszenz

Ziel der Doppelfarbung mittels Immunfluoreszenz ist es, verschiedene Anti-
gene in einem Schnitt simultan nachweisbar zu machen. Der Mechanismus ist
dhnlich dem der Immunhistochemie mittels Antikdrperbindung und indirektem
Ag-Nachweis.

Fiir die Immunfluoreszenzfirbung wurden ebenfalls die in Formalin und Pa-
raffin fixierten Gewebeschnitte der Plazenten aus der GDM-, sowie der Kon-
trollgruppe verwendet. Fiir jedes der drei zu untersuchenden Interleukine
wurde beispielhaft ein Schnitt entweder aus der GDM- oder der Kontroll-
gruppe verwendet, um exemplarisch die richtige Zuordnung der Gewebeanteile
zum extravillosen Trophoblast, also den Zellen der Dezidua bzw. zum Synzy-
tiotrophoblasten zu belegen. Hierzu wurde ein HLAG-FITC markierter Anti-
korper verwendet, der den EVT, als HLA exprimierendes Gewebe, eindeutig
markiert.

Die Schnitte wurden zunichst fiir 20min in Xylol entparaffiniert und in 100%
Ethanol entwissert. Durch 20 miniitiges Einlegen in einem 0,3% Wasserstoff-
peroxid-Methanol-Gemisch wurde die endogene Peroxidase blockiert, deren
Aktivitat ansonsten Einfluss auf die endgiiltige Farbreaktion haben wiirde.
Nach dem Durchlaufen der absteigenden Alkoholreihe von 100%, tiber 70%
bis 50% und dem abschlieBenden Spiilen in Aqua dest. wurden die Schnitte zur
Ag-Demaskierung einer Hitzevorbehandlung unterzogen. Hierzu wurden sie in

einem Schnellkochtopf fiir 5 min in einem Na-Citratpuffer mit pH 6,0 erhitzt.
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Durch die anschlieBende 15 miniitige Inkubation mit dem Ultra Vision Protein
Block wurden unspezifische Bindungsstellen blockiert, um unspezifische An-
farbungen zu vermeiden.

Uber Nacht erfolgte nun die Inkubation mit dem jeweiligen von Miusen stam-
menden Primér-Ak fiir IL-7 (Verdiinnung 1:100), bzw IL-8 (Verdiinnung
1:250) oder IL-15 (Verdiinnung 1:1000) bei 4°C.

Um die Fluoreszenzfarbstoffe zu erhalten fanden die folgenden Arbeitsschritte
im abgedunkelten Raum statt. Den Schnitten wurden die als Sekundir-Ak die-
nenden Cy3 markierten Goat-Anti-Mouse IgG in einer Verdiinnung von 1:500
zugefiigt und fir 30 min bei Raumtemperatur  inkubiert.
Nach dem Waschen in PBS folgte die einstiindige Inkubation mit dem HLAG-
FITC markierten zweiten Primir-Ak, einem Mouse IgG, das der Darstellung
des EVT dienen soll.

Die Schnitte wurden bis zum vollstindigen Trocknen im Dunkeln aufbewahrt
und anschlieend mit einem speziellen mounting Medium fiir Fluoreszenzfér-
bungen und 4,6-Diamino-2-Phenylindol (DAPI), als Medium zur Kernfarbung,
eingedeckt.

Im unmittelbaren Anschluss wurden die Bilder der Schnitte mit dem Kamera-
Mikroskop Axiocam, unter Zuhilfenahme des Computerprogramms Axiovi-

sion erstellt.

2.4 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Programm SPSS Statistics von
IBM in der Version 23. Zur Varianzanalyse wurden die vorliegenden parame-
terfreien Variablen mit dem Rangsummentest nach Wilcoxon-Mann-Whitney
zur Feststellung eines signifikanten Unterschiedes in den jeweiligen Gruppen

untersucht. Das Siginifikanzniveau wurde auf <0,05 festgesetzt.
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2.5 Material

2.5.1 Geriite
Gerdt Hersteller
Axiocam Zeiss (Oberkochen, GER)
Deckgliser Thermo Fischer Scientific (Waltham, USA)

Fluoreszenzmikroskop Axioskop

Zeiss (Oberkochen, GER)

Kamera KY-F55BE

JVC (Yokohama, Japan)

Kochfeld THL 2597 Rommelsbacher (Dinkelsbiihl, GER)
Kiihlschrank Liebherr (Bulle, CH)
Lichtmikroskop Diaplan Leitz (Wetzlar, GER)

Mikrotom Hn 40 Reichert-Jung (Buffalo, USA)

Objekttrager Superfrost Plus

Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)

Pipetten

Eppendorf AG (Hamburg, GER)

Pippettenspitzen

Biozym (Hessisch Oldendorf, GER)
Eppendorf AG (Hamburg, GER)

Safe-Lock Tubes

Eppendorf AG (Hamburg, GER)

Schnellkochtopf Vitavit

Fissler GmbH (Idar-Oberstein, GER)

Vortex Genie 2

Bender & Hobein (Ziirich, CH)

Tabelle 4: Verwendete Geriite




Material und Methoden

2.5.2 Chemikalien
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Chemikalie

Hersteller

Aqua destillata

LMU, Apotheke Innenstadt (Miinchen, GER)

Auqua ad iniectabilia

B. Braun (Melsungen, GER)

Citronensaure 0,1 M

Merck; Nr 244 (Darmstadt, GER)

Dako antibody diluent

Dako (Glostrup, DK und Carpinteria, USA)

Di-Natriumhydrogenphosphat

Merck (Darmstadt, GER)

Ethanole (50%, 70%, 96%, 100%)

LMU, Apotheke Innenstadt (Miinchen, GER)

Kaliumdihydrogenphosphat

Merck (Darmstadt, GER)

Liquid DAB+Substrate Chromogen System

Dako; Best.Nr: K3468 (Glostrup, DK und Car-
pinteria, USA)

Mayers Hamalaun

AppliChem GmbH (Darmstadt, GER)

Methanol

Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

Natriumchlorid

Merck (Darmstadt, GER)

Natrium-Citrat 0,1 M

Merck; Nr 6448 (Darmstadt, GER)

PBS Dulbecco w/o Ca?*, w/o Mg?*

Biochrom AG (Berlin, GER)

PowerBlock:

Universal Blocking Reagent

BioGenex; Nr: HK0851008 (Fremont, USA)

Shandon Consul Mount

Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)

Ultra Vision Protein Block

Thermo Fisher Scientific (Waltham,, USA)

Vectashield mounting medium for fluorescence

with DAPI

Vector laboratories Inc. (Burlington, CA, USA)

Wasserstoffperoxid 30% AnalaR Normapur

VWR International (West Chester, USA)

Xylol

Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, GER)

Tabelle 5: Verwendete Chemikalien
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2.5.3 Antikorper
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Antikorper

Hersteller

Goat-Anti-Mouse IgG Cy 3

Dianova; Best.Nr.:115-167-003
Jackson Immuno Research Laboratories Inc.

(West Grove, PA, USA)

HLAG-FITC
Mouse IgG monoklonal, Klon: MEM G/9

Serotec; Best. Nr: MCA2044F
Bio-Rad AbD Serotec GmbH (Puchheim,
GER)

IL-15

Monoklonal, mouse IgG

Abcam; Best.Nr: ab55276 (Cambridge, UK)

IL-7 (500ug/ml)
monoklonal, mouse IgG;Klon: 7417

R&D Systems;Best. Nr:MAB207 (Minnea-
polis, USA)

IL-8 (1mg/ml)

monoklonal, mouse IgG; Klon:807

Abcam; Best.Nr: ab18672 (Cambridge, UK)

Vectastain Elite ABC mouse-IgG-Kit
Sekundir-Ak

Vector Laboratories (Burlingame, USA)
Linaris; Best.Nr: PK-6102

Tabelle 6: Verwendete Antikorper
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3 Ergebnisse

3.1 Interleukin 7

Die immunhistochemische Firbung erbrachte den lichtmikroskopischen Nach-
weis von IL-7 sowohl im SCT, als auch im extravillésen Trophoblast (EVT),
das heif3t, den Zellen der Decidua. Der Nachweis gelang bei Schnitten aus der
GDM-Gruppe, sowie der Kontrollgruppe. Es zeigten sich aber durchaus Un-

terschiede in der Intensitit und der Verteilung.

3.1.1 IL-7 GDM vs. Kontrolle

Im Gesamtvergleich zeigte sich eine erhohte IL-7 Expression im SCT der Pla-
zentaschnitte aus der GDM-Gruppe im Vergleich zur Kontroll-Gruppe, der al-
lerdings statistisch als gerade nicht mehr signifikant angesehen werden muss
(Median IRS 9 vs. 8; p=0,056). Im Vergleich der GDM-Gruppe mit der Kon-
trollgruppe, isoliert fiir die minnlichen Plazenten betrachtet, zeigte sich im
SCT ebenfalls kein signifikanter Unterschied in der IL-7 Expression (Median
IRS 10,5 vs 6; p=0,398).

Ebenso konnte in der weiblichen Gruppe kein signifikanter Unterschied in der
IL-7 Expression im SCT im Vergleich der GDM- mit der Kontrollgruppe fest-
gestellt werden (Median IRS 8 vs. 8; p=0,091).

Entgegen der Ergebnisse im SCT, ergab die Untersuchung des EVT im Ge-
samtvergleich GDM- mit der Kontrollgruppe einen signifikanten Unterschied
in der IL-7 Expression (Median IRS 8 vs. 6; p=0,047). Im EVT zeigte sich
allerdings ein groBerer Unterschied bei den Geschlechtern. So ergab der Ver-
gleich der GDM- und der Kontrollgruppe unter den ménnlichen Feten keinen
signifikanten Unterschied (Median IRS 8 vs. 5; p=0,461), wihrend der EVT
weiblicher Feten eine signifikant hohere Expression von IL-7 zeigte (Median

IRS 8 vs. 6; p=0,03).
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Anhand des Spearman Korrelationskoeffizienten, konnte insgesamt eine starke
positive Korrelation der Expression von IL-7 im SCT und im EVT gefunden

werden (r=0,797; p=0,000).

3.1.2 IL-7 weiblich vs. minnlich

In der Betrachtung des IL-7 zeigte der Vergleich der beiden GDM Gruppen
miteinander keinen signifikanten Unterschied zwischen den SCT der weibli-
chen und ménnlichen Plazenten (Median IRS 8 vs. 10,5; p=0,355). Auch der
Vergleich der Kontrollgruppen der weiblichen und mannlichen Gruppen ergab

ebenfalls keinen signifikanten Unterschied (Median IRS 8 vs. 6; p=0,265).

Auch im EVT erbrachte der Vergleich der GDM-Gruppen keinen signifikanten
Unterschied zwischen den Geschlechtern (Median IRS 8 vs. 8; p=0,708).
Ebenso zeigten die Kontrollgruppen aus der minnlichen, sowie weiblichen
Gruppe keinen signifikanten Unterschied in der Expression von IL-7 im EVT

(Median IRS 5 vs. 6; p=0,204)
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Abbildung 8 IL-7 Expression im EVT (li) und im SCT (re) in mdnnlichen GDM Pla-
zenten, jeweils in 10- bzw. 25-facher Vergrofierung

Abbildung 9 IL-7 Expression im EVT (li) und im SCT (re) in weiblichen GDM Plazen-
ten, jeweils in 10- bzw. 25-facher Vergrofierung

Abbildung 10 IL-7 Expression im EVT (li) und im SCT (re) in mdnnlichen Kontroll-
plazenten, jeweils in 10- bzw. 25-facher Vergrofierung
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Abbildung 11 IL-7 Expression im EVT (li) und im SCT (re) in weiblichen Kontrollpla-
zenten, jeweils in 10- bzw. 25-facher Vergrofierung

Abbildung 12 IL-7 Expression im Kolon als Positivkontrolle, in 10- bzw. 25-facher
Vergrofierung
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Abbildung 13 Box-Plot IL-7, + p<0,05
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3.2 Interleukin 8

Auch die Expression von IL-8 in allen untersuchten Gewebsschnitten, im SCT
und im EVT, bei GDM und der Normalkontrolle, sowie bei Jungen und Méad-
chen konnte lichtmikroskopisch in unterschiedlicher Stirke nachgewiesen wer-

den, wenn auch insgesamt nur verhiltnismaBig schwach.

3.2.1 IL-8 GDM vs. Kontrolle

Der Median IRS im SCT der GDM-Gruppe, sowie der Kontrollgruppe liegt bei
1,im EVT bei 1 bzw. 2 respektive und zeigt damit die insgesamt eher schwache
Expression von IL-8.

Der Unterschied zwischen der GDM- und der Kontrollgruppe im SCT kann
nicht als signifikant betrachtet werden (p=0,516). Im SCT zeigt sich allerdings
ein geschlechtsspezifischer Unterschied im Vorhandensein von IL-8. Laut den
Ergebnissen enthilt der SCT bei Médchen, im Falle eines GDM grofere Men-
gen an IL-8, als die Kontrollgruppe (Median IRS 2 vs. 0; p=0,008).

Bei den minnlichen Feten zeigt sich ebenfalls ein signifikanter Unterschied
zwischen den GDM positiven Plazenten und der Kontrollgruppe, allerdings ist
die Expression hierbei im SCT der Kontrollgruppe hoher (Median IRS 0O vs.
1,5; p=0,052).

Im Gegensatz zum SCT sezerniert der EVT im Gesamtvergleich der Gruppen
bei GDM positiven Plazenten signifikant weniger IL-8 als in den Plazenten aus
der Kontrollgruppe (Median IRS 1 vs. 2; p= 0,003). Ebenso verhilt es sich bei
den geschlechtsspezifischen Vergleichen der GDM- mit der Kontrollgruppe.
Sowohl bei weiblichen, als auch bei méannlichen Feten scheint der EVT in der
gesunden Kontrollgruppe mehr IL-8 zu sezernieren, als in den GDM positiven
Plazenten. Ein statistisch signifikanter Unterschied konnte allerdings nur im
Falle der minnlichen Feten festgestellt werden (J: Median IRS 1 vs. 3;
p=0,000; Q: Median IRS 1 vs. 2; p=0,531).

Auch im Expressionsverhalten von IL-8 konnte eine positive Korrelation zwi-

schen den Zellen des SCT und des EVT gezeigt werden (r=0,417; p=0,000).
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Nach der Einteilung von Cohen[113] entspricht dies einer mittleren Effekt-

starke.

3.2.2 IL-8 weiblich vs. minnlich
Auch im geschlechtsspezifischen Vergleich der GDM-Gruppen zeigte sich ein

signifikanter Unterschied im Vorkommen von IL-8, wobei die Expression im
SCT bei Midchen stirker ausgeprigt zu sein scheint (Median IRS 0 vs.2;
p=0,004). Im Vergleich der Kontrollgruppen hingegen zeigte der SCT auch bei
IL-8 kein unterschiedliches Expressionsmuster (Median IRS 1,5 vs. 0;

p=0,091).

Ein signifikanter geschlechtsspezifischer Unterschied in der IL-8 Expression
im EVT konnte weder im Vergleich der jeweiligen GDM-Gruppen, noch der
Kontrollgruppen gezeigt werden (GDM: Median IRS 1 vs. 1; p=0,402; Kon-
trolle: Median IRS 3 vs. 2; p=0,093).
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Abbildung 14 IL-8 Expression im EVT (li) und im SCT (re) in ménnlichen GDM Pla-
zenten, jeweils in 10- bzw. 25-facher Vergrofierung

Abbildung 15 IL-8 Expression im EVT (li) und im SCT (re) in weiblichen GDM Pla-
zenten, jeweils in 10- bzw. 25-facher Vergrofierung

Abbildung 16 IL-8 Expression im EVT (li) und im SCT (re) in mdnnlichen Kontroll-
plazenten, jeweils in 10- bzw. 25-facher Vergrofierung

39



Ergebnisse

Abbildung 17 IL-8 Expression im EVT (li) und im SCT (re) in weiblichen Kontrollpla-
zenten, jeweils in 10- bzw. 25-facher Vergrofierung

Abbildung 18 IL-8 Expression im Kolon als Positivkontrolle, in 10- bzw. 25-facher
Vergrofierung
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3.3 Interleukin 15

Analog zu den bereits vorangegangenen Interleukinen konnte auch IL-15 in
beiden Gruppen und bei beiden Geschlechtern, sowohl im SCT, als auch im
EVT lichtmikroskopisch grundsitzlich nachgewiesen werden. Allerdings

ebenfalls in unterschiedlichen Intensititen.

3.3.1 IL-15 GDM vs. Kontrolle

In unseren Untersuchungen scheint der SCT der GDM positiven Plazenten
mehr [L-15 zu exprimieren, als die der Kontrollgruppe, ein signifikanter Un-
terschied zeigte sich allerdings nicht (Median IRS 6 vs. 2; p=0,089). Im ge-
schlechtsspezifischen Vergleich der GDM positiven Plazenten mit der Kon-
trollgruppe zeigte sich bei den weiblichen Feten zwar eine leichte Anhdufung
von IL-15 in der gesunden Kontrollgruppe, insgesamt aber ebenfalls kein sta-
tistisch signifikanter Unterschied (Median IRS 3,5 vs. 6; p=0,640).

Bei den minnlichen Nachkommen hingegen zeigte sich das umgekehrte Bild,
hier war eine erhohte Menge an IL-15 im SCT der GDM positiven Plazenten
im Vergleich zur Kontrolle zu sehen, der Unterschied ist hier als statistisch

hochsignifikant anzusehen (Median IRS 6 vs. 2; p=0,001).

In der Untersuchung des EVT zeigten sich im Gesamtvergleich der Gruppen
ebenfalls erhohte Werte von IL-15 in den GDM positiven Plazenten im Ver-
gleich zur Kontrollgruppe, hier sind die Unterschiede der Messwerte jedoch
als signifikant anzusehen (Median IRS 6 vs. 2; p=0,012). Analog zeigte sich
auch hier ein hochsignifikanter Unterschied im Vergleich der ménnlichen
GDM-Gruppe zu der Kontrollgruppe, mit einer erhohten Expression von IL-
15 im EVT der GDM positiven Plazenten (Median IRS 6 vs. 1; p=0,000).

In der weiblichen Gruppe zeigt sich hingegen kaum ein Unterschied (Median
IRS 3 vs. 2; p=0,863).

Im Gesamtvergleich zeigte sich auch bei IL-15 eine starke Korrelation in der

Expression zwischen SCT und EVT (r=0,732; p=0,000).



Ergebnisse

3.3.2 IL-15 weiblich vs. mannlich

Im direkten Vergleich des SCT der minnlichen und weiblichen GDM-Gruppe
konnte trotz der scheinbar vermehrten Expression in den ménnlichen Plazen-
ten, kein signifikanter Unterschied gefunden werden (Median IRS 6 vs. 3,5;
p=0,183) Wohingegen sich im Vergleich der geschlechtsspezifischen Kontroll-
gruppen ein signifikanter Unterschied zeigte. Hier war allerdings in der weib-
lichen Kontrollgruppe vermehrt IL-15 nachweisbar (Median IRS 2 vs. 6;
p=0,005).

Auch die gewonnenen Ergebnisse im EVT zwischen der ménnlichen und weib-
lichen Kontrollgruppe unterscheiden sich kaum. (Median IRS 1 vs. 2;
p=0,123). Im Vergleich der beiden GDM-Gruppen zeigte sich allerdings ein
signifikant erhohtes Expressionsmuster in den ménnlichen Plazenten (Median

IRS 6 vs. 3; p=0,024)
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Abbildung 20 IL-15 Expression im EVT (li) und im SCT (re) in mdnnlichen GDM
Plazenten, jeweils in 10- bzw. 25-facher Vergroflerung

Abbildung 21 IL-15 Expression im EVT (li) und im SCT (re) in weiblichen GDM Pla-
zenten, jeweils in 10- bzw. 25-facher Vergrofierung

Abbildung 22 IL-15 Expression im EVT (li) und im SCT (re) in ménnlichen Kontroll-
plazenten, jeweils in 10- bzw. 25-facher Vergrifierung
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Abbildung 23 IL-15 Expression im EVT (li) und im SCT (re) in weiblichen Kontroll-
plazenten, jeweils in 10- bzw. 25-facher Vergrofierung

Abbildung 24 IL-15 Expression im Duodenum als Positivkontrolle, in 10- bzw. 25-
facher Vergrofierung
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3.4 Immunfluoreszenz

Die Doppelfiarbung mittels Immunfluoreszenz diente dem simultanen Nach-
weis der jeweiligen Interleukine und dem humanen Leukozyten Antigen
(HLAG). Die Expression von HLAG ist charakteristisch fiir die Zellen des
EVT und bestitigt somit die richtige Zuordnung der jeweiligen Gewebeab-
schnitte in den Priparaten und die Zellen des EVT als Interleukin 7, 8 und 15

exprimierende Zellen.

. IL-15 -

Abbildung 26 Immunfluoreszenz in 63x Vergroflerung; der FITC markierte HLAG-Ak
Sfluoresziert griin; der Cy 3 markierte IL-15-Ak fluoresziert rot; DAPI als Kernfdrbung
fluoresziert blau ; merge entspricht der simultanen Darstellung der drei Farbkandile

Abbildung 27 Immunfluoreszenz in 63x Vergroflerung; der FITC markierte HLAG-Ak
fluoresziert griin; der Cy 3 markierte IL-7-Ak fluoresziert rot; DAPI als Kernfdrbung
fluoresziert blau

Abbildung 28 Immunfluoreszenz in 63x Vergroflerung; der FITC markierte HLAG-Ak
fluoresziert griin; der Cy 3 markierte IL-8-Ak fluoresziert rot; DAPI als Kernfdrbung
fluoresziert blau
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3.5 Zusammenfassung Ergebnisse

Insgesamt konnten die IL-7, -8 und -15 mittels unseres Verfahrens der Immun-
histochemie in allen Gruppen grundsitzlich lichtmikroskopisch, sowie in der
Immunfluoreszenz detektiert werden, wenn auch in unterschiedlichen Intensi-

taten.

Sowohl fiir IL-7, als auch IL-15 konnte gezeigt werden, dass die Expression
im EVT im Falle eines GDM erhoht ist. Interessanterweise zeigte sich fiir IL-
8 im EVT das gegenteilige Ergebnis. Hier ist die Expression in der Plazenta
aus einer nicht von GDM betroffenen Schwangerschaft erhoht.

Das gleiche Ergebnis gilt fiir Jungen, bei denen die IL-8 Expression sowohl im
SCT, als auch im EVT in der Kontrollgruppe hoher als in der GDM-Gruppe
war.

Fiir Midchen gilt dies allerdings nicht. Im SCT war die IL-8 Expression in der
GDM positiven Gruppe hoher, als in der Kontrolle. Im EVT zeigte sich bei
Midchen kein Unterschied. Dennoch war das IL-8 auch im EVT der GDM
positiven Plazenten von Miadchen im Vergleich zu denen der Jungen erhoht.
Im Vergleich der gesunden Kontrollplazenten zeigte sich kein Unterschied.
Hier ist also eine geschlechtsspezifische Pathogenese, bzw. ein geschlechts-
spezifischer Adaptionsmechanismus anzunehmen.

In der geschlechtsspezifischen Untersuchung des IL-15, konnte lediglich bei
den Jungen, sowohl im SCT, als auch im EVT eine erhohte Expression im Falle
eines GDM gefunden werden.

Im Vergleich der beiden Kontrollgruppen zeigte sich hingegen bei Miadchen
eine grundsétzlich erhohte Expression im SCT. Deren Plazenten scheinen also
auch ohne das Vorhandensein eines GDM mehr IL-15 zu exprimieren. Im Falle
eines GDM scheinen, unseren Untersuchungen zufolge, dann allerdings Jun-
gen vermehrt IL-15 zu exprimieren.

In dem Expressionsmuster von IL-7 zeigten Mddchen bei GDM im Vergleich
zur Kontrolle eine erhohte Expression im EVT. Im Gesamtvergleich der GDM-
Fille, so wie der Kontrollen, konnte kein geschlechtsspezifischer Unterschied

nachgewiesen werden.
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Ergebnisse 47
Fiir alle drei IL gilt insgesamt eine mittlere bis starke positive Korrelation zwi-
schen der Expression im SCT und dem EVT. Das heif3t, ist das jeweilige IL im
SCT erhoht, gilt dies ebenso fiir den EVT und umgekehrt.
IL-7
SCT
GDMm GDMges KOm KOges p=0,398 p=0,056
10,5 9 6 8
GDMw KOw p=0,091
8 8
EVT
GDMm GDMges KOm KOges p=0,461 p=0,047*
8 8 5 6
GDMw KOw p=0,03*
8 6
p=0,708 p=0,204
IL-8
SCT
GDMm GDMges KOm KOges p=0,052* p=0,516
0 1 1,5 1
GDMw KOw p=0,008*
2 0
p=0,004* p=0,091
EVT
GDMm GDMges KOm KOges p=0,000* p=0,003*
1 1 3 2
GDMw KOw p=0,531
1 2
p=0,402 p=0.093
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IL-15
SCT
GDMm GDMges KOm KOges p=0,001%* p=0,089
6 6 2 2
GDMw KOw p=0,640
3,5 6
p=0,183 p=0,005*
EVT
GDMm GDMges KOm KOges p=0,000* p=0,012*
6 6 1 2
GDMw KOw p=0,863
3 2
p=0,024* p=0,123

Tabelle 7 Zusammenfassung der IRS Mediane der IL-7,-8 und -15, jeweils in SCT
und EVT fiir GDM- und Kontrollgruppe gesamt (in blau), sowie nach Geschlecht

sortiert mit dazugehorigem p-Wert. *signifikant, bei Signifikanzniveau=0,05




Diskussion

4 Diskussion

Es wird bereits seit Langem vermutet, dass die Pathogenese des T2DM und des
GDM eine inflammatorische Ursache hat.

Wie eingangs bereits beschrieben, ist Adipositas ein Zustand der low-grade
Inflammation, nachgewiesen durch ein erhohtes Vorkommen von Immunzel-
len, sowie Entziindungsmarkern im Fettgewebe. Gleichzeitig gilt die inflamm-
atorische Situation als Ausloser der gesteigerten Insulinresistenz und dem dar-
aus folgenden Untergang der pankreatischen 3-Zellen.

Es gibt durchaus Parallelen in der Entstehung des T2DM und des GDM. In
beiden Fillen spielen eine genetische Préadisposition, sowie ein oben bereits
beschriebener ungesunder Lebensstil eine gro3e Rolle, so dass GDM als Pri-
Typ-2-Diabetes betrachtet werden kann [6, 114, 115].

Eine Schwangerschaft stellt eine in jeder Hinsicht besondere Situation, im
Sinne eines Stresstestes, fiir den Organismus dar und es ist auffillig, dass die
Erstmanifestation einer diabetischen Stoffwechsellage hidufig im Rahmen einer
Schwangerschaft auftritt. Daher stellt sich die Frage, ob es neben den hormo-
nellen weitere schwangerschaftsspezifische Verdanderungen gibt, die die Ent-
wicklung eines Diabetes begiinstigen.

Hierbei tritt natiirlich die Plazenta, als ausschlieBlich schwangerschaftsassozi-
iertes Organ, mit einerseits hormonell und inflammatorisch regulierenden Auf-
gaben und andererseits als einzige direkte Kontaktstelle zwischen Mutter und
Fetus in den Fokus des Interesses.

Unser Ziel war es, nachzupriifen, ob sich der Zustand der Metainflammation
im Rahmen eines GDM auch in der Plazenta widerspiegelt. Wir konnten in
unseren Untersuchungen zeigen, dass es im Rahmen des GDM zu signifikanten
Verinderungen im Expressionsmuster der untersuchten Interleukine 7,8 und
15, sowohl im SCT, als auch im EVT der Plazenta kommt.

Wihrend es bei den Interleukinen 7 und 15 im EVT zu einer signifikanten Er-
hohung in der Gruppe der GDM positiven Plazenten kam, zeigte sich bei dem
Nachweis von IL 8 im EVT eine signifikant niedrigere Expression in den GDM
positiven Plazenten. Dariiber hinaus zeigten sich zum Teil geschlechtsspezifi-

sche Unterschiede in den Expressionsmustern.
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4.1 GDM und Inflammation

Eine Schwangerschaft ist beeinflusst durch eine Reihe von Hormonen und Adi-
pokinen, wie Leptin oder Adiponectin und Zytokinen, die sowohl von mater-
nalem Gewebe stammen, als auch von der Plazenta selbst produziert werden
[88, 116]. Die zunichst physiologische Insulinresistenz, zur sicheren Versor-
gung des Fetus, fiihrt zu einer Expansion von pankreatischen 3-Zellen und da-
mit einhergehenden massiv erhohten Insulinsekretion [9]. Aus der zunehmen-
den Insulinresistenz und dem Funktionsverlust der 3-Zellen kann letztlich ein

Diabetes entstehen [54]

Diabetes mellitus und damit auch GDM gelten als Zustand einer low-grade
bzw. Metainflammation, die sowohl in der Plazenta als auch in der maternalen
Zirkulation und im Fettgewebe nachweisbar ist [117]. Es kommt zu einer An-
sammlung von aktivierten Makrophagen und proinflammatorischen Zytokinen
im Stroma der Plazenta [118, 119].

Um diesen Zusammenhang zwischen GDM und Inflammation vor allem in der
Plazenta weiter zu verstehen, fithrten wir die beschriebenen Untersuchungen
durch.

In aktuellen Literaturrecherchen konnte nur eine sehr limitierte Anzahl von
Studien gefunden werden, die explizit die von uns untersuchten Chemokine in
Bezug auf Diabetes oder GDM untersucht haben.

Eine Vielzahl an Studien legte hierbei vor allem eine Assoziation mit CRP,
TNF-o, IL-1 und IL-6 nahe.

Wobei noch nicht abschlieend geklért ist, ob IL-6 hierbei forderlich oder hem-
mend in der Entwicklung einer Insulintoleranz ist. Einerseits sind erhohte IL-
6 Werte, vermutlich vor allem aus Leber- und Fettzellen stammend, in Patien-
ten mit Diabetes mellitus beschrieben [56, 120]. Andererseits ist ein, wohl vor
allem durch in der Skelettmuskulatur produziertes IL-6, positiver Effekt auf
die Sekretion des glucagon-like-peptide-1 nachgewiesen, welches wiederum
die Insulinsekretion und Insulintoleranz verbessert [121, 122].

Da es sich auch bei den von uns untersuchten Chemokinen um proinflamma-
torische Interleukine handelt, lag der Gedanke nahe, das bereits vorhandene
Verstidndnis der inflammatorischen Situation im Rahmen der Adipositas, des

Diabetes und des GDM um diese Faktoren zu erweitern.
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4.1.1 Insulinresistenz und IL-8

Der Pathomechanismus der Insulinresistenz besteht vermutlich in einem Uber-
fluss an Nihrstoffen, wie Glucose und freien Fettsduren, die auf zelluldrer
Ebene Stress auf insulin-sensitives Gewebe, wie B-Zellen des Pankreas, Fett-
gewebe, Leber- und Muskelzellen ausiiben. Diese werden hierdurch hyper-
troph und zur Freisetzung von oben genannten Zytokinen, sowie Chemokinen
stimuliert, die ihrerseits TNF-a produzierende Makrophagen rekrutieren und
damit die inflammatorische Reaktion aufrecht halten [54].

Die eingangs bereits beschriebenen Amyloidablagerungen im Pankreas, die
islet amyloid polypeptide (IAPP), stimulieren laut einer Studie ebenfalls Mak-
rophagen zur IL-18 Sekretion und tragen damit zur Aufrechterhaltung der Ent-
ziindung bei [57].

Es zeigt sich ein Zusammenhang zwischen Adipositas und einer erhohten An-
zahl von Makrophagen im Fettgewebe, die einen signifikanten Anteil der in-

flammatorischen Faktoren produzieren [123].

Pancreatic islets

From gastrointestinal tract

¢ Glucose
» Free fatty acids

VIL-1RA

CCI2ICEIS!
CXCL8

Pro-inflammatory
cytokines and chemokines
IL-1B, TNF, CCL2, CCL3, CXCL8

Macrophage

Obese adipose tissue

Abbildung 29: Entwicklung der Entziindungsreaktion T2DM [54]
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In Abbildung 29 wird gezeigt, wie neben den oben bereits erwihnten Faktoren
auch IL 8 (hier CXCL 8) sowohl von durch Nihrstoffe und Immunzellen akti-
vierten pankreatischen Inselzellen, als auch durch Adipozyten sezerniert wird.
Diese Erkenntnisse widersprechen unseren Ergebnissen, die vor allem im EVT
eine signifikant hohere IL 8 Konzentration in den Plazenten der GDM negati-
ven Gruppe ergaben.

Allerdings muss beachtet werden, dass es sich in der Darstellung um eine Ab-
bildung der Situation im Fettgewebe bei T2DM handelt, unsere Untersuchun-
gen aber ausschlielich an Plazenten durchgefiihrt wurden.

Der mittlere BMI, als Surrogat-Parameter fiir Ubergewicht, lag in der Kontroll-
gruppe im Normbereich bei 23,35.

Diese Annahme deckt sich mit den Ergebnissen einer idlteren Studie, die ge-
zeigt hat, dass es zwar ein erhohtes Expressionsmuster unter anderem von IL-
8 in der Plazenta im Vergleich zu maternalem Fettgewebe gibt, sich aber kein
unterschiedliches Muster im Vergleich von GDM positiven mit gesunden
Schwangeren zeigt [124]. Dieser Studie nach zu urteilen, muss es also andere
Mechanismen geben, die eine erhohte IL-8 Produktion in der Plazenta begriin-
den und nicht ausschlieBlich mit einem GDM in Verbindung gebracht werden
konnen. Im Gegensatz zu unseren Ergebnissen, konnte in dieser Studie kein
signifikanter Unterschied zwischen GDM und der Kontrollgruppe festgestellt
werden. Unsere Ergebnisse zeigten aber eine erhohte Expression in den Kon-
trollplazenten. Die IL-8 Produktion wurde in der genannten Studie in allen un-
tersuchten Geweben (Plazenta, Muskel- und Fettgewebe) durch die Inkubation
mit LPS und TNF-a, als Beweis der IL-8 Produktion als Reaktion auf einen
inflammatorischen Prozess, gesteigert[124].

In einer aktuellen Studie wiederum konnte ein direkter Zusammenhang zwi-
schen einem GDM und dem Nachweis von IL-8 in der Plazenta gefunden wer-
den [125]. Inwieweit andere unbekannte Verdnderungen in der Schwanger-
schaft, die nicht in unseren Ausschlusskriterien beriicksichtigt werden konnten,
Einfluss auf die IL-8 Produktion der Kontrollplazenten hatten, kann zu diesem
Zeitpunkt nicht beantwortet werden.

In aktuelleren Studien konnte ebenfalls gezeigt werden, dass eine erhohte IL-8

Expression vor allem im Fettgewebe von GDM positiven Miittern erfolgt, in
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den Plazenten jedoch kein signifikanter Unterschied im Vergleich zur Kon-
trollgruppe nachgewiesen werden konnte [126, 127].

Allerdings konnte ebenso gezeigt werden, dass freie, in erster Linie geséttigte
Fettsduren die IL 8 Produktion in der Plazenta stimulieren [128], was dem Mo-
dell der Pathogenese des GDM entspricht. Analog zu den oben genannten Er-
gebnissen konnte beobachtet werden, dass es, im Gegensatz zu GDM-Patien-
tinnen, bei gesunden Schwangeren bis zum dritten Trimester zu einem Abfall
des im Serum bestimmten IL-8 kommt, um erst postpartal erneut anzusteigen

[129]. Eine Erkldrung dieser Mechanismen bleibt bisher offen.

4.1.2 Inflammation und IL-7

Unsere Ergebnisse beziiglich des gehduften Auftretens von IL-7 in der Plazenta
bei GDM positiven Miittern sind konform mit den Ergebnissen aus Studien,
die gezeigt haben, dass IL-7 in entziindetem Gewebe und Adipozyten unter
anderem von Makrophagen sezerniert wird [130] und gleichzeitig iiber eine
Stimulation von Makrophagen ebenfalls die Produktion von TNF-a und IL-18
erhoht und somit als Teil der Pathogenese des GDM und anderer chronischer
Entziindungen betrachtet werden muss [130, 131]. Allerdings beziehen sich
beide Studien weder auf die Pathologie des GDM, noch diente die Plazenta als
Untersuchungsgewebe. Eine aktuelle mexikanische Studie konnte im Plasma
von Neugeborenen von iibergewichtigen bzw. diabetischen Miittern erhohte
Spiegel an IL-7 nachweisen. Laut dieser Studie ist die Synthese des IL-7 durch
erhohten oxidativen Stress in Form von Abbauprodukten freier Fettsduren ge-

steigert [132].

Als makrophagenspezifischer Marker wurde der 16sliche Rezeptor sCD163 mit
dem Vorkommen von Makrophagen im Fettgewebe und der Entstehung eines
T2DM in Verbindung gebracht [133].

Auch die plazentaren Makrophagen weisen den Marker CD163 auf [134] und
stehen daher im Verdacht, gleichfalls an der Pathogenese des GDM beteiligt
zu sein. Diese Annahme konnte in einer Studie bestdtigt werden, die gezeigt
hat, dass sowohl die Anzahl CD163 positiver Zellen, als auch die Freisetzung
von sCD163 in den Plazenten GDM positiver Miitter im Vergleich zu der Kon-
trollgruppe signifikant erhoht war und als positiver Priadiktor eines GDM gilt
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[135]. Hier kann also durchaus ein indirekter Einfluss des IL-7 angenommen
werden, indem es durch das Zytokin zur Rekrutierung von Makrophagen in der
Plazenta kommt.

Passend zu den Funktionen des IL-7 in der Stimulation von T-Lymphozyten,
akkumulieren diese ebenfalls neben Makrophagen in adiposem Fettgewebe
[136]. Hierbei scheint innerhalb der Gruppe der T-Lymphozyten, zumindest
im Mausmodell, eine Differenzierung stattzufinden, wobei CD8* T-Zellen, so-
wie Thefer-Zellen 1 (Tul) die Insulinresistenz verstirken, wohingegen Th2-
und TRreguiator —Zellen dem entgegenwirken [137]. Tregulator-Zellen wurden in
grofler Menge im Fettgewebe gefunden, die Zahl sank aber proportional zum
steigenden Ubergewicht. AuBerdem exprimieren diese Zellen groBe Mengen
des anti-inflammatorisch wirksamen Zytokin IL-10 [137]. Nachdem Gestati-
onsdiabetes gehiuft bei tibergewichtigen Schwangeren auftritt, kann hier ein
Zusammenhang in der Stimualtion von T-Lymphozyten durch IL-7 und damit

einer erhohten Insulinresistenz vermutet werden.

4.1.3 Erfolgreiche Schwangerschaft und IL-15

Unsere Studie ergab eine signifikant erhohte Konzentration des IL-15 im EVT
der Plazenten der GDM-Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe.

Nach aktuellem Kenntnisstand gibt es bisher keine Studie, die explizit IL-15
im Zusammenhang mit GDM untersucht hat. Allerdings lassen sich unsere Er-
gebnisse mit den bekannten Funktionen des IL-15 und der Theorie der in-
flammatorischen Pathogenese des GDM vereinbaren.

Es konnte bereits gezeigt werden, dass IL-15 in den Plazenten sowohl von
spontanen, als auch habituellen Aborten im Vergleich zu denen von induzierten
Aborten in erhohter Konzentration nachweisbar ist. Daher besteht die Vermu-
tung, dass das IL-15 in diesem Fall einen bisher nicht vollstindig erkldarbaren
Einfluss auf den Abgang der Schwangerschaft hat [138].

IL-15 spielt eine entscheidende Rolle in der Entwicklung und Differenzierung
von NK Zellen[102], die wiederum Cytokine wie TNF-a oder IFN-y sezernie-
ren[139].

Bei den uterinen NK Zellen(uNK) wird weiter unterschieden zwischen den en-

dometrialen (eNK) und den dezidualen NK(dNK) [140].
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Die eNK sind vor und wihrend einer Schwangerschaft im Endometrium der
Uterusmukosa nachweisbar und steigen zyklusabhingig zur Sekretionsphase
stark an [141]. Die dNK hingegen lassen sich ausschlieBlich wihrend der
Schwangerschaft in der Decidua nachweisen, hierbei sinkt die Zahl allerdings
vom ersten zum dritten Trimester stark ab [142]. Die uNK zeigen fiir sich be-
trachtet nur ein sehr niedriges Level der fiir periphere NK Zellen typischen
Zytotoxizitit [141, 143]. Erst durch die Aktivierung durch IL-15 werden diese
Zellen in ihrer Zytotoxizitit gesteigert und zur Sezernierung von IFN-y und
anderen Entziindungsmediatoren stimuliert [141, 144]. Es wird vermutet, dass
die eNK hierbei teilweise als Progenitorzellen fiir die dNK dienen [140].
Physiologischerweise dienen diese speziellen Formen der NK der Implantation
des Embryos und der vaskuldren Umbauprozesse fiir den Erhalt der Schwan-
gerschaft [145], trotzdem lassen diese Vorginge die Vermutung zu, dass eine
erhohte Konzentration von IL-15 eine Erh6hung der inflammatorisch bedeut-
samen Mediatoren zur Folge hat, wie die bereits genannten Einfliisse des IL-
15 auf weitere Zelltypen des Immunsystems, wie Makrophagen und dendriti-
sche Zellen. Diese werden durch IL-15 zur funktionellen Differenzierung akti-
viert [146], zum Ort der Inflammation gelockt und zur Produktion einer Viel-
zahl weiterer Zytokine, wie IL-8, IL-1, IL-6 und TNF-a stimuliert [103, 105].
Diese Mechanismen lassen sich mit unseren Ergebnissen und der These GDM
als Zustand der Inflammation zu betrachten vereinbaren.

Nichtsdestotrotz sind zur Validierung dieser These noch weitere Untersuchun-

gen notig

4.1.4 Insulintoleranz auf zellularer Ebene

Ein weiterer Teil des angeborenen Immunsystems sind membrangebundene
Toll-like Rezeptoren (TLR). Sie reagieren physiologisch auf Wandbestand-
teile, wie Lipopolysaccharide, bakterieller und viraler Fremdkorper. Sie indu-
zieren inflammatorische Signalwege und die Ausschiittung verschiedener Zy-
tokine.

Es wird ein Zusammenhang zwischen TLR und deren Aktivierung durch Bin-

dung von freien Fettsiuren, im Rahmen eines Uberangebotes, postuliert [147].
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Ein TLR-unabhéngiger Mechanismus involviert die Entstehung von reactive
oxygen species (ROS), die durch einen gesteigerten Metabolismus freier Fett-
sduren entstehen [148].

Alle oben genannten Stimuli, also freie Fettsduren, ROS, hohe Glucosespiegel,
TNF-o und IL-18 selbst induzieren eine Aktivierung des cytosolischen Inflam-
masoms NLRP3, einem Proteinkomplex in Makrophagen und Granulozyten
[149], sowie des Transkriptionsfaktors NF-kB [120]. Der Signalweg iiber das
Inflammasom NLRP3 fiihrt zu einer Aktivierung von Caspasen, die wiederum
durch Abspaltung das Pro-IL-18 in seine aktive Form als IL-18 tiberfiihrt [150].
Studien konnten auBBerdem zeigen, dass das von uns untersuchte IL 7 ebenfalls
zur Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-xB [151] und damit auf tran-
skriptioneller Ebene zur vermehrten Synthese von Entziindungsmediatoren,
wie TNF-a, IL-6, IL-15 und IL 15 fiihrt [152], die ihrerseits die Insulinresistenz

weiter verstiarken [153].

Des Weiteren fiihrt der NF-«xB, wie die JNK intrazelluldr zur Serin-Phospho-
rylierung des Insulinrezeptors sowie des IRS (daher bleibt die aktivierende Ty-
rosin-Phosphorylierung aus), damit zur Inaktivierung der PI-3-Kinase und iiber
die Inaktivierung von PIP3 zu dem herabgesetzten Einbau von GLUT4 in die
Muskelzelle [116].

Obwohl auch die IL 8 Produktion iiber eine Aktivierung des NF-kB gesteigert
wird[128], zeigte sich in unserer Untersuchung kein erhohtes IL-8 in den Pla-
zenten der GDM positiven Gesamtgruppe. Lediglich im SCT der GDM positi-

ven Miadchen wurde ein erhohtes IL-8 nachgewiesen.

Neben dem NF-kB und der INK existieren weitere inhibitorische Kinasen, wie
mTOR und p70S6K, die ebenfalls zu einer Serin-Phosphorylierung am IR und
ISR fiihren und durch ein gesteigertes Nihrstoffangebot erhoht werden. Diese
Kinasen waren bei GDM-Patientinnen stark erhoht, gelangten postpartal aber

wieder auf ihren Normwert [116].
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Abbildung 30 Zusammenfassung potentieller Mechanismen der Insulinresistenz in der
Skelettmuskulatur wahrend der Spéitschwangerschaft bei GDM [116]

Zusitzlich zu der oben beschriebenen Aktivierung des NF-kB, spielen noch
weitere Kernrezeptoren aus der Gruppe der NR4A (nuclear receptor subfamily
4 group A) eine Rolle.

Lappas konnte zeigen, dass die Subtypen NR4A1 und 2, die ebenfalls durch
diverse Stimuli, wie z.B. freie Fettsduren, Wachstums- und Entziindungsfakto-
ren aktiviert werden, gehduft in den Plazenten GDM positiver Schwanger-
schaften nachzuweisen sind. Diese Kernrezeptoren fiihren ihrerseits wiederum
zur erhohten Produktion von TNF-a, IL-6 und IL-8, sowie zur Amplifizierung

des NF-kB Signalwegs[154].

Ein weiterer Faktor in der Pathogenese der Insulintoleranz stellt das Adi-
ponektin dar. Ein von Adipozyten gebildetes Protein, dessen niedrige Plasma-
werte mit dem Auftreten von Diabetes korrelieren[155] und in der Spitschwan-
gerschaft deutlich sinken.[156] Es gilt als Insulinsensitizier, da es die Glucose-
aufnahme in Muskelzellen erhoht und die Gluconeogenese der Leber senkt
[157].

TNF-a und IL-6 hemmen die Transkription von Adiponektin in den Adipozy-
ten [158] iiber die Herabsetzung des Transkriptionsfaktors PPAR-y [159].
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Diese Herabsetzung fiihrt wiederum zu einer gesteigerten Synthese der Inflam-
mationsparameter [160]. Ob weitere Interleukine Einfluss auf die Transkrip-
tion von Adiponektin haben, ist derzeit nicht abschlieend geklart.

Eine wichtige Rolle spielen hierbei allerdings epigenetische Einfliisse, also ge-
netische Veridnderungen, die keinen Einfluss auf die DNA-Sequenz, sondern
durch Methylierung an unterschiedlichen Regionen der DNA die jeweiligen
Gene ruhigstellen oder aktivieren konnen [48].

So kommt es im Rahmen der maternalen Hyperglycédmie zu einer Hyperme-
thylierung am Promoter des Adiponektin-Gens und damit zu einer verminder-
ten Expression [49]. Adiponektin wird aus den Adipozyten des Fettgewebes
sezerniert, dennoch sind die epigenetischen Veridnderungen ebenfalls in der
Plazenta nachweisbar. Die Tatsache, dass die Hypermethylierung ebenfalls auf
der fetalen Seite der Plazenta nachweisbar ist, spricht fiir die Glucose als dem
zugrunde liegende Ursache, da Glucose im Gegensatz zu Insulin plazentagén-
gig ist [49].

Es ist zu beachten, dass der Prozess der Methylierung ein schleichender Vor-
gang ist und in steigendem Mafe je nach Auspriagung der Insulinresistenz be-
reits bei einer gestorten Glucosetoleranz unterhalb der Definitionswerte fiir ei-

nen GDM nachzuweisen ist[49].

4.2 Geschlechtsspezifische Unterschiede

Unsere Ergebnisse weisen auf geschlechtsspezifische Unterschiede in der Ex-
pression der jeweiligen Zytokine in den Plazenten der GDM Gruppe hin.

In den Kontrollgruppen gab es, auller bei IL-15, keine signifikanten Unter-
schiede in den Expressionsmustern zwischen Jungen und Midchen. Dies
spricht einerseits fiir den generellen Einfluss der Zytokine in der Entstehung
des GDM und andererseits fiir unterschiedliche Mechanismen in der Entwick-
lung derselben Erkrankung bzw. der Adaption, abhiingig vom Geschlecht des
Kindes.

Es ist ein durchaus bekanntes Phinomen, dass das Geschlecht des Fetus Ein-

fluss auf den Erfolg bzw. das Outcome der Schwangerschaft beziiglich
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schwangerschaftsassoziierter Erkrankungen, Geburtskomplikationen und des
gesundheitlichen Zustandes von Mutter und Kind postpartal hat.
Es hat sich gezeigt, dass hierbei vor allem Schwangerschaften mit mannlichen

Feten zu einer erhohten Komplikationsrate neigen [161].

In Untersuchungen von Schwangerschaften, die von Asthma bronchiale, eben-
falls eine chronisch entziindliche Erkrankung, begleitet waren, konnte beo-
bachtet werden, dass bei Verldaufen ohne notwendige Kortisontherapie weibli-
che Feten deutlich kleiner waren, als die ménnlichen [162]. Kam es allerdings
zu akuten Exazerbationen zeigten auch die ménnlichen Feten Anzeichen einer
gestorten Entwicklung, dann allerdings wesentlich schwerer im Sinne einer
IUGR (intrauterine growth restriction), Frithgeburtlichkeit oder sogar Totge-
burt [163].

Beruhend auf diesen Ergebnissen, wird vermutet, dass médnnliche und weibli-
che Feten unterschiedliche Anpassungsstrategien an eine ungiinstige intraute-
rine Umgebung haben. Wihrend minnliche Feten Strategien entwickeln, trotz
dieser Umstidnde ausreichend versorgt zu werden, reagieren die weiblichen mit
einer Reduzierung der Wachstumsgeschwindigkeit, so dass sie weniger Nihr-
stoffe zur Versorgung bendtigen. Damit bleiben Médchen in diesen Fillen ins-
gesamt kleiner, fallen aber noch nicht unter die Definition von IUGR (< 10.
Perzentile).

Jungen sind aber aufgrund der mangelnden Anpassung wesentlich gefihrdeter
bei weiteren Einschrinkungen der Versorgung (im o.g. Fall z.B. die Exazerba-

tion) und reagieren dementsprechend empfindlicher [164].

Nicht nur der miitterliche Organismus hat Einfluss auf den Fetus, sondern auch
umgekehrt.

So konnte beispielsweise in einer Studie mit Schwangerschaften, die durch
eine leichte Form der Prieklampsie erschwert waren, gezeigt werden, dass
auch hier die weiblichen Feten mit einer leichten Wachstumsrestriktion rea-
gierten, wihrend die méannlichen weiterhin der normalen Grofenentwicklung
folgten. Es wird vermutet, dass das Wachstum hierbei durch eine periphere
Gefilkonstriktion im maternalen Kreislauf dazu fiihrt, dass der ménnliche Fe-
tus mit hochster Prioritit weiter versorgt wird [165], es aber gleichzeitig zu

einer Verschlechterung der Symptomatik bei der Mutter kommen kann.
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Es ist naheliegend, dass diese geschlechtsspezifischen Unterschiede unter an-
derem auf eine unterschiedliche Expression von Genen, Hormonen und Prote-

inen durch die Plazenta zuriickzufiihren sind [164].

Die Pathophysiologie des GDM ist bisher noch nicht zur Gédnze verstanden, die
bisherigen Theorien schlossen allerdings den Fetus als Ursache nicht zwingend
mit ein.

Eine grof} angelegte kanadische Studie konnte zeigen, dass eine Mutter, die ein
minnliches Kind austrégt ein hoheres Risiko hat in dieser Schwangerschaft an
einem GDM zu erkranken, als die mit einem weiblichen [166].

Das Gesamtrisiko einer anschlieBenden Progression aus dem GDM in einen
T2DM ist allerdings im Falle eines Madchens grofer.

Es wird vermutet, dass minnliche Feten unmittelbar Einfluss auf den Metabo-
lismus der Mutter nehmen, wihrend im Falle eines GDM bei weiblichen Feten
vermutlich bereits prikonzeptionell eine eingeschrinkte 3-Zellfunktion bestan-
den hat und das Lebenszeit-Risiko an einem T2DM zu erkranken fiir die Mutter
auch unabhingig einer Schwangerschaft bereits hoher einzustufen war [167].
Daraus ergeben sich Hinweise auf eine Form des bidirektionalen Zwischen-
spiels zwischen Mutter und Kind [168].

Diese Aussage kann fiir unsere Studienpopulation weder bestétigt, noch wider-
legt werden.

In den von uns untersuchten Gruppen der Médchen zeigten sich signifikante
Unterschiede zwischen der GDM Gruppe und den Kontrollplazenten. Im EVT
der GDM-Plazenten zeigte sich eine signifikant erhohte Expression des IL-7,
sowie im SCT eine Erhohung des 1L-8.

Bei den Jungen zeigten sich keine signifikanten Unterschiede beziiglich des
IL-7. IL-8 wird sowohl im SCT, als auch im EVT vermehrt sezerniert, aller-
dings ebenso wie im Gesamtvergleich GDM vs. Kontrolle vermehrt in den
Kontrollplazenten. Lediglich das IL-15 lidsst sich sowohl im SCT, als auch im
EVT erhoht in den Plazenten von Jungen aus der GDM-Gruppe nachweisen.
Im Gesamtvergleich der GDM Plazenten der Madchen mit denen der Jungen
ergaben sich lediglich fiir die Expression von IL-8 im SCT und von IL-15 im
EVT signifikante Unterschiede.
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Das IL-8 wurde im Falle eines GDM im SCT von Plazenten weiblicher Feten
signifikant mehr exprimiert, als in denen von ménnlichen Plazenten.

Im Falle des IL-15 verhilt es sich umgekehrt. Im EVT ménnlicher Feten wurde
signifikant mehr IL-15 nachgewiesen, als in denen der weiblichen.

Nach aktuellem Kenntnisstand gibt es keine entsprechenden Studien, mit de-
nen unsere Ergebnisse unmittelbar zu vergleichen wiren. Eine endgiiltige Er-
klarung der geschlechtsspezifisch unterschiedlichen Expressionsmuster bedarf
weiterer Untersuchungen.

Im Falle der Schwangerschaften asthmatischer Miitter zeigte sich, bis auf das
IL-8, das gegenteilige Bild. Die untersuchten Entziindungsparameter TNF-a,
sowie die IL-18, 5, 6 und 8 waren nur in den Plazenten der Midchen erhoht
nachweisbar. Bei den Jungen verinderte sich die Expression im Vergleich zur

Kontrollgruppe nicht [169].

Generell scheint es einen Unterschied in der immunologischen Funktion zwi-
schen den Geschlechtern zu geben, die insgesamt im weiblichen Organismus
aktiver in der Entziindungshemmung zu sein scheint, als im ménnlichen.

Als Beispiel dienen hier unter anderem die hohere Wahrscheinlichkeit einer
infizierten Plazenta bei friihgeborenen Jungen, als bei friilhgeborenen Miadchen
[170].

Studien konnten auBerdem zeigen, dass immunassoziierte Gene, wie die fiir die
JAKI, IL2RB (IL-2 Rezeptor), CXCL1, IL1RL1 (IL-1 Rezeptor) und den TNF
Rezeptor in weiblichen Plazenten in wesentlich hoheren Konzentrationen ex-
primiert wurden [171].

Diese Ergebnisse konnten fiir die in unserer Studie untersuchten Interleukine
nicht eindeutig gezeigt werden. Das IL-7 zeigte keine geschlechtsspezifischen
Unterschiede, das IL-8 ist bei Mddchen mit GDM erhoht, wahrend das IL-15
bei den Jungen mit GDM erhoht ist, im Vergleich der gesunden Plazenten aber

erniedrigt.

Allgemein gelten Miadchen grundsitzlich als insulinresistenter als Jungen
[172]. Middchen kommen mit einem geringeren Geburtsgewicht auf die Welt,
weisen dabei aber einen hoheren Spiegel an Insulin und Pro-Insulin auf, was

auf eine intrinsisch erhdhte Insulinresistenz hinweist [173].
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Dieser Unterschied wurde ebenfalls bei Kindern aus diabetischen Schwanger-
schaften gefunden [174].

Auch im weiteren Lebensverlauf bleibt dieser geschlechtsspezifische Unter-
schied bestehen. Middchen haben in allen Altersgruppen einen erhohten Niich-
terninsulinspiegel, auch nach der Korrektur fiir Einflussfaktoren wie Uberge-
wicht oder pubertidrer Entwicklungsstand [175].

Genauso erweisen sich Frauen im Erwachsenenalter um 25% mehr insulinre-
sistent als Minner, nach Adjustierung des Bauchumfangs, der als Surrogat-
Marker fiir das viszerale Fett steht, welches wiederum als Risikofaktor des
T2DM gilt [176]. Wird allerdings der intrahepatische Fettanteil als Insulin-as-
soziierter Marker betrachtet, ergeben sich keine geschlechtsspezifischen Un-

terschiede in der Insulinresistenz im Erwachsenenalter [177].

Diesen Studienergebnissen nach zu urteilen, wire in unserer Studie, die die
Theorie des GDM als inflammatorische Erkrankung als Grundlage betrachtet,
ein umgekehrtes Ergebnis zu erwarten gewesen, niamlich die erhohte Expres-
sion der IL in den Plazenten der weiblichen GDM Gruppe.

Es stellt sich also die Frage, ob einem
GDM letztlich andere Pathomechanismen zugrunde liegen oder, ob die in-
flammatorische Reaktion eher im maternalen Organismus, also Fett- oder Mus-
kelgewebe nachweisbar ist.

Um diese Frage abschlieBend zu beantworten, bedarf es allerdings weiterer

Untersuchungen.
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S Zusammenfassung

Gestationsdiabetes ist eine Glucosetoleranzstorung, die erstmals in der
Schwangerschaft mittels eines oralen Glucosetoleranztestes diagnostiziert
wird. Die Privalenz in Deutschland liegt derzeit bei ca. 5,38% mit steigender

Tendenz.

Es drohen zum Teil gravierende kurzfristige, wie langfristige gesundheitliche

Folgen, sowohl fiir Mutter, als auch Kind.

Ein gewisser Grad der Insulinresistenz wihrend der Schwangerschaft gehort
zu den physiologischen Mechanismen zur Gewdéhrleistung einer optimalen
Versorgung des Ungeborenen. Eine pathologische Entgleisung dieser Insulin-
resistenz aber zeigt durchaus Parallelen zum Erscheinungsbild des Diabetes

mellitus.

Studien konnten bereits belegen, dass inflammatorische Mechanismen die Pa-
thogenese eines Diabetes mellitus beeinflussen. Ziel unserer Studie war es Pa-
rallelen in der Pathogenese des GDM und des DM als inflammatorisch beein-

flusste Erkrankung aufzudecken.

Als ausschlieBlich schwangerschaftsassoziiertes Organ und der Verbindungs-
stelle der Organismen von Mutter und Kind im Sinne der feto-maternalen-
Grenze diente uns die Plazenta als Untersuchungsobjekt.

Hierzu untersuchten wir die Plazenten von insgesamt 80 graviden Frauen. Bei
40 dieser Studienteilnehmerinnen ergab sich im Laufe der Schwangerschaftt die
Diagnose eines GDM. Sowohl die GDM-, als auch die Kontrollgruppe wurden
jeweils nach Geschlecht des Kindes in 2 Gruppen 4 20 Teilnehmerinnen unter-
teilt.

Mittels immunhistochemischer Farbung erbrachten wir den Nachweis der Ex-
pression von IL-7, -8 und -15 sowohl im SCT, als auch im EVT der Plazen-
tapriaparate. Durch die Doppelimmunfluoreszenz wurden die Ergebnisse besta-
tigt und in den entsprechenden Teilen der Plazenta lokalisiert.

Wir konnten jedes der drei Interleukine grundsétzlich in der Plazenta nachwei-

sen, jedoch in unterschiedlichen Intensititen.
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Zusammenfassung

Es zeigte sich, dass sowohl IL-7, als auch IL-15 im Falle eines GDM in der
Plazenta signifikant erhoht ist, wenn auch nur im EVT.

IL-8 hingegen war in unserer Studie im EVT der GDM-Plazenten signifikant
erniedrigt. In der Betrachtung der Mddchengruppe isoliert zeigte sich hingegen
eine Erhohung des IL-8, wenn auch im SCT. Bei den Jungen ergab sich im
EVT, wie im SCT erneut eine Erniedrigung der Expression.

Analog dazu haben Médchen im Gesamtvergleich der GDM-Gruppen eine er-
hohte Expression im SCT. Fiir den EVT, wie fiir den Vergleich der gesunden

Kontrollgruppen zeigte sich kein signifikanter Unterschied.

Fiir das IL-7 zeigte sich im Gesamtvergleich der Jungen und Madchen, weder

in der Fall- noch in der Kontrollgruppe ein signifikanter Unterschied.

Die Expression des IL-15 zeigte bereits im Fall-Kontroll-Vergleich der Mad-
chen und Jungen getrennt unterschiedliche Ergebnisse.

Wihrend die Méadchen kein unterschiedliches Expressionsverhalten zeigten,
ergab sich fiir die Jungen sowohl im SCT, als auch im EVT ein signifikant
hoherer Nachweis von IL-15 im Falle eines GDM. Demzufolge ergaben sich
auch im Gesamtvergleich der GDM-Gruppen eine erhohte Expression im EVT
der Jungen.

Im Vergleich der gesunden Plazenten hingegen, ergab sich im SCT der Mid-

chen eine hohere Expression.

Unseren Ergebnissen zufolge scheinen Interleukine, wie bei einem Diabetes
mellitus, auch in der Pathogenese des GDM eine Rolle zu spielen. Allerdings
folgen die Ergebnisse nicht konsequent der Inflammationstheorie des Diabetes
mellitus.

Warum, entgegen der Vermutung, IL-8 im Falle eines GDM sinkt, was genau
den geschlechtsspezifischen Unterschied bedingt und warum er zwischen den
IL variiert, sowie die Frage des Expressionsortes (SCT vs. EVT) bleiben Ge-
genstand weiterer Untersuchungen.

Letztlich bleibt allgemein die Frage offen, ob die immunmodulatorischen Ver-
dnderungen in der Plazenta als Ursache oder Folge eines GDM betrachtet wer-

den miissen.
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Zusammenfassung

Wir konnten mit dieser Studie einen Beitrag zur wichtigen Grundlagenfor-
schung der Pathogenese des GDM, sowie des geschlechtsspezifischen Entste-
hungsprozesses bzw. der Adaption an pathologische Mechanismen, leisten.
Die Forschung auf diesem Gebiet ist bei weitem noch nicht abgeschlossen und
birgt ein groBes Potential weitreichender Veridnderungen in der Primér- und
Sekundérpridvention des GDM und DM. Bei einer immunologisch induzierten
Erkrankung hitte dies beispielsweise ein Umdenken im medikamentdsen Be-

handlungsplan bzw. der kausalen Therapie zur Folge.
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ABC Avidin-Biotin-Complex

Ag Antigene

Ak Antikorper

ARDS Acute respiratory distress syndrome

ATP Adenosintriphosphat

BMI Body Mass Index

Ca®* Calcium

CO: Kohlenstoffdioxid

CRP C-reaktives Protein

CT Zytotrophoblast

DAB 3,3 Diaminobenzidin

DC Dendritische Zellen

DDG Deutsche Diabetes Gesellschaft

dNK Deziduale natiirliche Killerzellen

EVT Extravilloser Trophoblast (Dezidua)

EVT Extravilloser Trophoblast

g; kg Gramm; Kilogramm

GCT Glucose Challenge Test

GDM Gestationsdiabetes mellitus

GLUT Glucosetransporter

h Stunde

H* Wasserstoff, Protonen

HAPO Hyperglyceamia and Adverse Pregnancy
Outcome study

Hb Héamoglobin

hCG Humanes Choriongonadotropin

hCT Humanes Chorionthyreotropin

HLA Humanes Leukozyten Antigen

hPGH Humanes plazentires Wachstumshormon

hPL Humanes Plazentalaktogen
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IADPSG International Association of Diabetes and
Pregnancy Study Groups

IAPP Islet amyloid polypeptide

IFN Interferon

IGF Insulin-like growth factor

IL Interleukin

IL-15R Interleukin 15 Rezeptor

IR Insulinrezeptor

IRS Immunoreaktiver Score

IRS Insulinrezeptorsubstrat

JAK Januskinase

K* Kalium

kDa Kilo-Dalton

kgKG Kilogramm Korpergewicht

LH Luteinisierendes Hormon

MHC Major Histocompatibility Complex

ml; dl Milliliter; Deziliter

Na* Natrium

NF-xB Nuclear factor k B

03 Dioxid, Sauerstoff

oGTT Oraler Glucosetoleranztest

p Signifikanzwert

PBS Phosphate buffered saline

PI3-Kinase Phosphoinositid-3-Kinase

PIP3 Phosphatidylinositol-Triphosphat

PPAR-y Peroxisome proliferator—activated receptor y

r Spearman Rho Korrelationskoeffizient

Rh Rhesusfaktor

ROS Reactive oxygen species

RR Blutdruckmessung nach Riva Rocci

SCT Synzytiotrophoblast
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STAT Signal Transducer and activator of Tran-
scription

T2DM Typ 2 Diabetes mellitus

TLR Toll-like Rezeptor

TNF-a Tumor-Nekrose-Faktor o

WHO World Health Organisation
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