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1. Einleitung

1.1. Intrauterine Wachstumsrestriktion

1.1.1. Definition und Klassifikation
Unter dem Begriff der intrauterinen Wachstumsrestriktion (englisch Intrauterine growth
restriction = IUGR) versteht man, dass ein Fetus sein genetisch determiniertes Wachs-
tumspotenzial aufgrund einer Pathologie nicht ausschdpfen kann. Sie ist mit einer er-
héhten perinatalen Morbiditat und Mortalitat assoziiert und die Folgen kénnen bis ins
Erwachsenenalter reichen. Wichtig ist die Abgrenzung zu SGA (Small for Gestational
Age)-Feten, deren Geburtsgewicht zwar unterhalb der 10. Perzentile bezogen auf das
Gestationsalter liegt, dies aber konstitutionell bedingt ist (Ananth und Vintzileos 2009).
Bisher gibt es keinen international einheitlichen Grenzwert fiir das fetale Schatzgewicht
oder Geburtsgewicht um die IUGR zu definieren. Die deutsche Gesellschaft fir Gynako-
logie und Geburtshilfe definiert die IUGR in der aktuellen Leitlinie wie folgt:
e SGA = fetales Schatzgewicht oder Geburtsgewicht < der 10. Perzentile
e |UGR = fetales Schatzgewicht < der 10. Perzentile und/oder

— nicht perzentilengerechtes Wachstum im Verlauf und

— pathologische Dopplersonographie der A. umbilicalis oder

— pathologische Dopplersonographie der Aa. uterinae oder

— Oligohydramnion.” (Kehl et al. 2017)
Per definitionem kdnnen somit auch Feten mit einem Gewicht oberhalb der 10.
Perzentile wachstumsrestringiert sein, was bei etwa 25 Prozent der IUGR-Feten beo-
bachtet werden kann (Crombach 2007). Eine Literaturanalyse der Jahre 1994, 2004 und
2014 von Beune et al. hat ergeben, dass die Mehrheit der Studien ein Geburtsgewicht
unterhalb der 10. Perzentile als Grenzwert fir die Definition einer IUGR verwendet ha-
ben (Beune et al. 2018). Auch international renommierte Leitlinien wie beispielsweise die
des American College of Obstetrics and Gynecology (ACOG) definieren die IUGR ab
einem fetalen Schatzgewicht unterhalb der 10. Perzentile (ACOG Practice bulletin no.
134 2013). Das Royal College of Obstetricians and Gynaecologists (RCOG) empfiehlt in
seiner Leitlinie als Diagnosekriterium fur eine IUGR nicht nur ein fetales Schétzgewicht
unterhalb der 10. Perzentile sondern auch einen Abdomenumfang unterhalb der 10.
Perzentile (RCOG 2014). Weitere zahlreiche Definitionen in der Literatur sind ein Ge-
burtsgewicht unter 2500 Gramm, ein Gewicht unterhalb der 5. oder der 25. Perzentile,
mehr als 2 Standardabweichungen unter dem Mittelwert sowie ein Ponderal Index (Kor-
pergewicht/Kérperlanged) unterhalb der 10. Perzentile (Seeds 1984; Pollack und Divon
1992).



Die prospektive Multicenterstudie PORTO (Prospective Observational Trial to Optimize
Pediatric Health in Intrauterine Growth Restriction) flihrte zwischen den Jahren 2010-
2012 sonographische Untersuchungen bei 1100 Feten mit einem fetalen Schatzgewicht
unterhalb der 10. Perzentile zur Optimierung der IUGR-Definition durch und kam zu dem
Ergebnis, dass ein pathologischer Doppler der A. umbilicalis und ein fetales Schéatzge-
wicht unterhalb der 3. Perzentile am stéarksten mit einer erhéhten perinatalen Morbiditat
und Mortalitat assoziiert sind (Unterscheider et al. 2013). Die Heterogenitat der Definiti-
onen fuhrte dazu, dass kirzlich ein internationales Expertenkomitee Uber eine Delphi
Konsensus Methode Algorithmen zur Definition einer friihen und spaten IUGR nach Aus-
schluss kongenitaler Anomalien festlegte. Die friihe IUGR wurde definiert als Abdo-
menumfang oder fetales Schatzgewicht unterhalb der 3. Perzentile, einem diastolischen
Nullfluss in der Umbilicalarterie, einem Abdomenumfang oder fetalen Schatzgewicht un-
terhalb der 10. Perzentile kombiniert mit einem Pulsatilitdtsindex Uber der 95. Perzentile
in der Umbilicalarterie oder den Aa. uterinae (Gordijn et al. 2016). Die spate IUGR wurde
definiert als Abdomenumfang oder fetales Schatzgewicht unterhalb der 3. Perzentile
oder als Kombination aus zwei der drei Parameter Abdomenumfang oder fetales Schéatz-
gewicht unter der 10. Perzentile, Kreuzen der Wachstumsperzentilen tber zwei Quarti-
len, cerebroplazentare Ratio (CPR) unter der 5. Perzentile oder Pulsatilitatsindex tber
der 95. Perzentile in der Umbilicalarterie (Gordijn et al. 2016).

Bisherige Studien zum klinischen Nutzen der CPR haben uneinheitliche Ergebnisse ge-
liefert, daher ist die Bedeutung flur die klinischen Praxis aktuell umstritten (Vollgraff
Heidweiller-Schreurs et al. 2018; Conde-Agudelo et al. 2018).

Historisch teilte man die IUGR nach dem fetalen Wachstumsmuster hinsichtlich des Ver-
héltnisses zwischen Kopf- und Abdomenumfang ein. Typ 1 bezeichnete die symmetri-
sche, hypoplastische Form, bei welcher Abdomenumfang und Kopfumfang proportional
zueinander verringert sind (Nardozza et al. 2012). Diese Form tritt aufgrund kongenitaler
Stérungen, welche die Zellzahl einschranken bereits vor der 28. Schwangerschaftswo-
che (SSW) auf und betrifft 25 Prozent der wachstumsrestringierten Feten (Wollmann
1998). Die asymmetrische oder hypotrophe Form der IUGR (Typ 2) hingegen zeigt ein
Wachstumsmuster, bei welchem der Abdomenumfang dysproportional zum Kopfumfang
verringert ist (Nardozza et al. 2012). Bei diesen 75 Prozent der IUGR-Feten liegt eine
nach der 28. SSW auftretende Plazentainsuffizienz zugrunde, welche zu einer Reduktion
der ZellgréBe fuhrt (Wollmann 1998).

Die mittlerweile geldufigere Einteilung erfolgt nach dem Zeitpunkt des Auftretens vor
oder nach der 34. SSW in eine frihe oder spéte Form, da die Mehrheit der asymmetri-
schen IUGR-Feten im Verlauf symmetrisch werden und es zwischen den beiden Formen
keinen prognostischen Vorteil bezlglich des fetalen Outcomes gibt (Gujral und Nayar
2014; Dashe et al. 2000).



Die Unterschiede zwischen den beiden Phanotypen sind in Tabelle 1 nach Figueras (Fi-

gueras et al. 2018) aufgefuhrt:

Tabelle 1: Unterschiede zwischen friiher und spdter IUGR

Anzeichen fir Plazen-
tainsuffizienz

Friihe IUGR Spate IUGR
Pravalenz 0,5-1% 5-10%
Problem Management Diagnosestellung
Schwer Mild

70% pathologischer Doppler
der A. umbilicalis

10% pathologischer Doppler
der A. umbilicalis

60% Assoziation zur Préae-
klampsie

15% Assoziation zur Prée-
klampsie

Schwere
Dysbalance

angiogenetische

Milde angiogenetische Dys-
balance

Pathophysiologie und

Fetale Hypoxie mit systemi-

Fetale Hypoxie mit/ohne

Sauerstofffluss zum | scher cardiovaskulérer | zentraler cardiovaskularer
Gehirn Adaptation Adaptation
Klinische Bedeutung | Hohe Morbiditat und Mortali- | Niedrige Morbiditét und Mor-

talitdit + hohe Pravalenz =
groBBe Fraktion fir schlech-
tes Outcome

tat

Eine Kohortenstudie mit 656 IUGR-komplizierten Schwangerschaften ergab als optima-
len Cutoff die 32. SSW um zwischen einer frihen und spaten IUGR zu unterscheiden
(Savchev et al. 2014).

1.1.2. Epidemiologie und Atiologie

Definitionsgeman kommen 10 Prozent aller Kinder als SGA zur Welt, wovon bis zu 30
Prozent eine IUGR aufweisen, wahrend 70 Prozent konstitutionell klein sind (Peleg et al.
1998). Die Inzidenz wachstumsrestringierter Neugeborener wird mit 3-7 Prozent ange-
geben (Romo et al. 2009). Im Vergleich dazu geht man von einer bis zu sechsmal héhe-
ren Inzidenz in Entwicklungsldndern aus, wobei dort die Mehrheit der Neugeborenen
nach der Geburt nicht gewogen werden, wodurch die Datenerhebung erschwert wird
(Sharma et al. 2016; Wardlaw 2004). Eine Analyse des Geburtenjahrgangs 1992 in der
Bundesrepublik Deutschland (BRD) konnte zeigen, dass die maternale Konstitution Kér-
perhdhe, Kérpergewicht, Paritat und Alter in dieser Rangfolge mafBgeblich mit dem Ge-
wicht des Neugeborenen korrelieren (Voigt et al. 1997). Diese Einflussfaktoren konnten
bei Schwangeren mit mittlerem bis hohen soziodkonomischem Status aus zehn ver-
schiedenen Landern in einer kirzlich durchgefiihrten Studie der Welt-Gesundheits-Or-
ganisation (WHO) ebenfalls nachgewiesen werden und weiterhin zeigte sich, dass geo-
graphische und kulturelle Unterschiede das fetale Gewicht signifikant beeinflussen (Ki-
serud et al. 2018). Aus der Datenbank fir sichere Mutterschaft der WHO geht hervor,
dass das Risiko als wachstumsrestringiert geboren zu werden am héchsten in Asien (75
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Prozent), gefolgt von Afrika (20 Prozent) und Latein-Amerika (5 Prozent) ist (Onis et al.
1998). Auch die NICHD (National Institute of Child Health and Human Development)
Fetal Growth Studie konnte signifikante Unterschiede beim fetalen Schéatzgewicht in ei-
nem nationalen Niedrigrisiko-Kollektiv mit verschiedenen Ethnizitaten nach der 20. SSW
feststellen (Buck Louis et al. 2015). Im Gegensatz dazu kam das INTERGROWTH 21st
Projekt zu dem Schluss, dass in acht verschiedenen geographischen Umgebungen (Bra-
silien, Indien, China, Italien, Kenia, USA und GroBbritannien) unter optimalen medizini-
schen, Erndhrungs- und Umweltbedingungen das fetale Wachstum und die Lange Neu-
geborener dhnlich sind (Villar et al. 2014).

Das fetale Geschlecht spielt ebenfalls eine Rolle fir das fetale Gewicht und es kann in
allen Trimestern beobachtet werden, dass mannliche Feten sowohl schneller wachsen
als auch bei Geburt schwerer sind als weibliche (Cogswell und Yip 1995; Schwérzler et
al. 2004; Rizzo et al. 2016). Eine retrospektive Studie hat zwischen den Jahren 1995-
2006 das geschlechtsspezifische Outcome von 66.387 Einlingsschwangerschaften aus-
gewertet und ergeben, dass weibliche Feten ein héheres Risiko fir eine IUGR haben
(Melamed et al. 2010). Obwohl méannliche Feten intrauterin schneller wachsen als weib-
liche und bei Geburt tendenziell gréBer sind, ist das mannliche Geschlecht mit einem
schlechteren Outcome assoziiert (Eriksson et al. 2010).

Es ist bekannt, dass nach Geburt eines wachstumsrestringierten Kindes ein Wiederho-
lungsrisiko in der Folgeschwangerschaft besteht (Patterson et al. 1986; Ananth et al.
2007). Die Erhebung der Familienanamnese spielt eine wichtige Rolle, da das Gewicht
der Mutter bei ihrer Geburt einen Vorhersagewert fir das Geburtsgewicht ihrer eigenen
Kinder hat und Vererbungsmuster identifiziert werden konnten (Skjaerven et al. 2000;
Ghezzi et al. 2003). Weitere Ursachen sind in Tabelle 2 nach Maulik (Maulik 2006) auf-
geflhrt:

10



Tabelle 2: Ursachen fiir die IUGR

Miitterliche Ursachen

Blutdruckerkrankungen
e Praeklampsie
e Chronische Hypertension
e Sekundare Hypertension

Nierenerkrankungen

Diabetes mit Vaskulopathie

Autoimmunerkrankungen
e Systemischer Lupus erythemato-
des
e Antiphospholipidsyndrom

Thrombophilie

Zyanotische Herzfehler

Asthma

Hamoglobinopathie

Phenylketonurie

Uterusfehlbildungen
e GrofBe submukdse Myome
e Uterusseptum
e Synechien

Life-style-Faktoren

e Rauchen
e Drogen (Heroin, Kokain, Metha-
don etc.)
e Alkohol
Medikamente
Mangelernahrung
Umweltfaktoren

Plazentare Ursachen

Plazenta Mosaik

Plazenta praevia

Abruptio placentae

Plazenta circumvallata

Plazentainfarkte

Plazenta accreta

Hamangiome

Fetale Ursachen

Aneuploidie
e Trisomie 13, 18, 21
e Triploidie

Genomic imprinting und Uniparentale
Disomie

Fehlbildungen
e Gastroschisis
e Omphalocele
e Zwerchfellhernie
e Kongenitale Herzfehler

Frihgeburt

Intrauterine Infektionen
e Malaria
e TORCH

Erhéhtes alpha-Fetoprotein

Mehrlingsschwangerschaft
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1.1.4. Diagnostik und Differenzialdiagnostik

Eine prénatal unentdeckte IUGR ist im Vergleich zur prénatal diagnostizierten IUGR mit
einem signifikant erhéhten Risiko fir ein schlechtes perinatales Outcome und intrauteri-
nem Fruchttod (IUFT) assoziiert (Lindgvist und Molin 2005; Gardosi et al. 2013).

Der Stand der Gebarmutter soll geman deutscher Mutterschaftsrichtlinie zunachst alle
vier Wochen und in den letzten zwei Schwangerschaftsmonaten alle zwei Wochen be-
stimmt werden (Mutterschafts-Richtlinie 2016). Diese nicht-invasive, kostengtinstige Me-
thode zur fetalen Gewichtsschatzung weist jedoch eine hohe Falsch-negativ-Rate auf,
wird durch den maternalen Body-Mass-Index (BMI), Polyhydramnion und Uterus myo-
matosus beeinflusst und ist vor allem dann nitzlich, wenn keine Ultraschalldiagnostik
zur Verfligung steht (Pay et al. 2015; Morse et al. 2009; Mongelli und Gardosi 2004). Zur
Ermittlung des genauen Gestationsalters und der somatischen Entwicklung des Feten
wird geman deutscher Mutterschaftsrichtlinie in jedem Trimester ein Ultraschallscree-
ning durchgefihrt (Mutterschafts-Richtlinie 2016). Die sonographische Messung der
ScheitelsteiBlange in der Friihschwangerschaft bzw. des biparietalen Durchmessers zwi-
schen der 12. und 14. SSW ist der verlasslichste Parameter um bei spontan konzipierten
Schwangerschaften das exakte Gestationsalter zu bestimmen (Butt und Lim 2014). Im
zweiten und dritten Trimenon sind die am haufigsten verwendeten biometrischen Para-
meter zur fetalen Gewichtsschatzung der biparietale Durchmesser, Kopfumfang, Abdo-
menumfang und die Femurlédnge. Mit einer Ultraschall-integrierten Software ist es mdg-
lich das fetale Gewicht durch Kombination der Parameter in einer Formel abzuschatzen,
wobei die Formel nach Hadlock am haufigsten verwendet wird (Bamberg und Kalache
2004; Hadlock et al. 1984). Die Formel weist im Vergleich zu anderen Formeln bei einer
Sensitivitat von 72-100 Prozent und Spezifitdt von 41-88 Prozent die hdchste Rate auf,
SGA-Feten zu detektieren (Burd et al. 2009). Weiterhin sollten angepasste Wachstums-
kurven, welche maternale Ethnizitat, Paritat, GréBe und Gewicht sowie Gestationsalter
und fetales Geschlecht berilcksichtigen, verwendet werden, da im Vergleich zu popula-
tionsbasierten Kurven sowohl weniger Fehldiagnosen gestellt werden, als auch weniger
SGA-Feten Ubersehen werden (Gardosi et al. 1992). Bei vorliegendem Verdacht auf eine
intrauterine Wachstumsrestriktion ist laut Mutterschaftsrichtlinie die Durchflihrung dopp-
lersonographischer Untersuchungen indiziert (Mutterschafts-Richtlinie 2016). Bereits im
ersten Trimenon ist ein dopplersonographisch erhéhter Widerstand in den Aa. uterinae
mit einem flnffach erhdhten Risiko fir das Auftreten einer IUGR assoziiert (Dugoff et al.
2005). Die Dopplersonographie der A. umbilicalis ermdglicht Rickschlisse auf die Funk-
tion der Plazenta zu ziehen und somit zwischen SGA und IUGR zu unterscheiden (Soot-
hill et al. 1999). Bei einem normalen Flussmuster in der Umbilicalarterie ist bei kleinen
Feten mit einem guten perinatalen Outcome zu rechnen (O'Dwyer et al. 2014). Da die
spate Form der IUGR jedoch auf einer milden Plazentainsuffizienz beruht und der A.
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umbilicalis Doppler dadurch physiologisch sein kann, ist der beste Einzelparameter die
cerebroplazentare Ratio (Quotient aus Pulsatilittsindex der A. cerebri media und Pulsa-
tilitdtsindex der A. umbilicalis), um zusatzlich die leichte Abnahme des GefaBwiderstands
im fetalen Gehirn zu ermitteln (Figueras und Gratacés 2014). Die CPR hat zwar einen
hohen Vorhersagewert fir das Vorliegen eines SGA-Feten im dritten Trimenon, jedoch
nicht fir das Auftreten von perinataler Asphyxie und Mortalitat (Bonnevier et al. 2021).
Ein pathologischer Doppler des Ductus venosus zeigt bei bereits friih gefahrdeten IUGR-
Feten eine weitere Verschlechterung des Zustands an und geht mit einem kurzfristig
erhdhten Risiko fir intrauterinen Fruchttod und perinataler Mortalitéat einher (Schwarze
et al. 2005; Turan et al. 2011).

Ein Oligohydramnion als Marker fur eine Plazentainsuffizienz in Zusammenhang mit ei-
nem kleinen Feten spricht flr das Vorliegen einer Pathologie und geht daher in die Defi-
nition mit ein (Easter et al. 2017).

Das CTG (Cardio-Tokogramm) ist die am haufigsten durchgefiihrte Untersuchung um
eine fetale Gefahrdung zu erkennen, wobei es keine eindeutige Evidenz daflr gibt, dass
dadurch das perinatale Outcome verbessert wird (Hui und Challis 2008; Grivell et al.
2015). Die in den letzten Jahren entwickelte computerbasierte CTG-Auswertung ermdg-
licht eine objektive Beurteilung der Kurzzeit-Variabilitat (STV), wobei eine einge-
schrankte STV bei IUGR-Feten ein erhéhtes Risiko fir eine fetale Azidose und IUFT
vorhersagen kann (Speer R 2009; Anceschi et al. 2003; Street et al. 1991).

Kongenitale Infektionen mit TORCH-Erregern (Toxoplasmose, Varizella zoster, Parvovi-
rus B19, Listerien, Syphilis, Roteln, Cytomegalie, Hepatitis, Herpes und Humanes Im-
mundefizienz-Virus (HIV)) (Mylonas et al. 2006) spielen bei 5-15 Prozent der IUGR-Félle
eine Rolle (Cordier et al. 2011), weiterhin ist die Malariainfektion mit einer fetalen Wachs-
tumsrestriktion assoziiert (Briand et al. 2016). Deshalb sollte bei Diagnosestellung ein
entsprechendes TORCH-Screening in Betracht gezogen werden. Weiterhin sind bei ca.
20 Prozent der IUGR-Feten chromosomale Anomalien, insbesondere Trisomie 13, 18
und 21 und kongenitale Fehlbildungen wie Gastroschisis (20 Prozent d. F.) zu beobach-
ten (Resnik 2002; Mirza et al. 2015). Je friher die IUGR in Erscheinung tritt, desto h&u-
figer liegt eine Aneuploidie vor (Anandakumar et al. 1996). Daher sollte eine sonographi-
sche und ggf. invasive Fehlbildungsdiagnostik (Karyotypisierung) zur weiteren Differen-
zialdiagnostik in Erwagung gezogen werden.
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1.1.5 Management und Therapieansatze

Das Vorgehen bei einer IUGR ist eine individuelle Einzelfallentscheidung und vom Klini-
schen Schweregrad der Auspragung abhangig. Die Betreuung der Schwangeren und
des Kindes sollte in einem Perinatalzentrum mit Maximimalversorgung stattfinden. Als
Uberwachungsmaéglichkeiten dienen Kardiotokographie und Dopplersonographie. Die
Herausforderung flr die Geburtshelfer besteht darin, den optimalen Entbindungszeit-
punkt festzulegen und die Folgen einer iatrogenen Friihgeburt gegen die der intrauteri-
nen Mangelversorgung, die bis hin zum fetalen Versterben in utero reichen kann, abzu-
wagen. Wenn die Geburt innerhalb der nachsten sieben Tage erwartet wird und das
Gestationsalter zwischen der 24. und 34. SSW liegt, sollte eine Lungenreifeinduktion mit
Glucocorticoiden (GC) durchgefihrt werden (Committee Opinion 2017). Auch bei friih-
geborenen IUGR-Feten scheint die antenatale GC-Gabe die Rate an perinataler Morbi-
ditdt und Mortalitédt zu senken (Bernstein et al. 2000; Melamed et al. 2016). Weiterhin
konnte bei drohender Friihgeburt vor der 29. SSW die Gabe von Magnesiumsulfat das
Risiko fur neurologische Folgeschaden bei IUGR-Feten verringert werden (Stockley et
al. 2018).

Die euopaweite randomisierte kontrollierte Multicenterstudie GRIT (The Growth Restric-
tion Intervention Trial) hat bei IUGR-Feten mit einem Gestationsalter unter der 36. SSW
nach abgeschlossener Lungenreifeinduktion gezeigt, dass bei einer sofortigen Entbin-
dung zwar weniger intrauterine Fruchtode auftraten, jedoch eine erhéhte neonatale Mor-
talitéat im Vergleich zum abwartenden Verhalten zu verzeichnen war (GRIT study group
2003). Im Langzeit Follow-up nach zwei Jahren wurde eine niedrigere Rate an schweren
Beeintrachtigungen bei Neugeborenen mit einem Gestationsalter unter der 31. SSW
festgestellt, wenn die Entbindung hinausgezdgert wurde, jedoch war sonst kein signifi-
kanter Unterschied hinsichtlich Morbiditat und Mortalitét in den beiden Gruppen zu ver-
zeichnen (GRIT study group 2004).

Es ist wichtig, zwischen der friihen und spaten IUGR zu unterscheiden, da teilweise un-
terschiedliche Pathologien zugrunde liegen, die ein unterschiedliches Management er-
forderlich machen.

Die randomisierte Multicenterstudie DIGITAT (the Disproportionate Intrauterine Growth
Intervention Trial At Term) hat das fetale Outcome nach Geburtseinleitung versus spon-
tanem Geburtsbeginn bei IUGR-Feten nach der 36. SSW verglichen und konnte keine
Unterschiede bezlglich Outcome und operativem Entbindungsmodus in den beiden
Gruppen feststellen, jedoch eine hdhere postnatale Verlegungsrate auf die Kinderinten-
sivstation bei Geburten vor der 38. SSW (Boers et al. 2010). Die Schlussfolgerung dar-
aus ist, dass unnétige Geburtseinleitungen vor der 38. SSW vermieden werden sollten
(Trudell et al. 2013).
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In der TRUFFLE (Trial of Umbilical and Fetal Flow in Europe) -Studie wurden als Indika-
tion zur Schwangerschaftsbeendigung bei der frihen Wachstumsrestriktion auffallige
Kurzzeitvariabilitdt im Oxford-CTG, Pulsatilitats-Index Uber der 95. Perzentile im Ductus
venosus und fehlende a-Welle im Ductus venosus miteinander verglichen (Lees et al.
2015). Es konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den drei Gruppen bezlig-
lich des neurologischen Outcomes der Kinder nach zwei Jahren gezeigt werden. Jedoch
gab es einen Trend zu einem besseren Outcome bei Kindern, die wegen einer fehlenden
a-Welle im Ductus venosus entbunden wurden, was aber mit einer erhéhten perinatalen
und kindlichen Mortalitat einher ging (Lees et al. 2015). Der optimale Entbindungszeit-
punkt I&sst sich daher am besten durch Uberwachung von IUGR-Feten anhand beider
Parameter, Dopplersonographie des Ductus venosus und Kurzzeit-Variabilitat im Oxford
CTG bestimmen (Visser et al. 2017).

Es existiert eine Vielzahl von Vorschlagen um einer IUGR vorzubeugen. Wahrend des
zweiten Weltkriegs im Winter 1944/45 kam es in den Niederlanden zu einer Hungersnot
und Analysen der Geburtenkohorte aus diesem Jahrgang zeigten, dass maternale Man-
gelerndhrung im ersten und zweiten Trimenon mit einem niedrigen Geburtsgewicht as-
soziiert ist (Lumey 1992). Studien konnten belegen, dass Schwangere aus Landern mit
niedrigem und mittleren Einkommen, die eine Supplementierung mit Mikron&ahrstoffen
inklusive Eisen und Folsaure erhalten, weniger Kindern mit niedrigem Geburtsgewicht
und SGA gebéren (Haider und Bhutta 2017). Firr den Einsatz von Omega-3-Fettsauren,
Zink, Kalzium und Vitamin D liegt bisher keine ausreichende Evidenz vor (Grieger und
Clifton 2014). Eine Erndhrungsumstellung oder diatetische MaBnahmen werden von ak-
tuellen Leitlinien nicht empfohlen (Kehl et al. 2017; ACOG Practice bulletin no. 134
2013).

Ein weiterer Therapieansatz besteht darin, Uber eine Vasodilatation die Durchblutung zu
steigern und somit die fetale Versorgung mit Nahrstoffen zu verbessern. Jedoch kénnen
weder Supplementierung mit der essentiellen Aminosaure L-Arginin, aus welcher Stick-
stoffmonoxid (NO) gebildet wird, noch die Gabe von Sildenafil, Plasmavolumenexpan-
der, Kalziumkanal-Blocker oder Betamimetika nach derzeitiger Studienlage empfohlen
werden (Spiroski et al. 2016; Groom et al. 2019; Gulmezoglu und Hofmeyr 2000 a und
b; Say et al. 2001). Auch vasoaktive Hormone wie Progesteron und Ostrogen konnten
in Studien keinen praventiven oder therapeutischen Nutzen zeigen (Say et al. 2003a;
Meher und Duley 2006). Weiterhin wurden die Auswirkungen von Bettruhe und mutterli-
cher Sauerstofftherapie auf das fetale Wachstum untersucht. Diese konnten jedoch kei-
nen Vorteil zeigen (Laurin und Persson 1987; Say et al. 2003b).

Daher sind bisher lediglich praventive Vorkehrungen, wie die Planung einer Schwanger-
schaft mit prékonzeptioneller Ausschaltung von Risikofaktoren fir eine fetale Wachs-
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tumsrestriktion und eine adaquate medizinische Versorgung wahrend der Schwanger-
schaft entscheidend (Grivell et al. 2009). Bei Hochrisikoschwangerschaften kann eine
niedrigdosierte Gabe von Acetylsalicylsaure (ASS), die vor der 16. SSW begonnen wird,
das Risiko flr eine IUGR senken und wird daher von den nationalen und den meisten
internationalen Leitlinien empfohlen (Roberge et al. 2017; Mccowan et al. 2018; Kehl et
al. 2017). Die prophylaktische Gabe von niedermolekularem Heparin in Hochrisiko-
schwangerschaften kann nach aktueller Datenlage nicht empfohlen werden (Groom et
al. 2017; Skeith und Rodger 2017).

In der européischen Multicenter Kohortenstudie EVERREST werden derzeit Gber einen
Zeitraum von sechs Jahren prospektiv Sicherheit und Nutzen einer maternalen Gen-
Therapie mit Erh6hung von vaskularen endothelialen Wachstumsfaktoren (VEGF) unter-
sucht (Spencer et al. 2017).

1.1.6 Kurzzeit- und Langzeit-Outcome / Morbiditat und Mortalitat

Die Intrauterine Wachstumsrestriktion und Friihgeburtlichkeit sind die haufigsten Ursa-
chen fir neonatale Morbiditat und Mortalitat (Meyberg et al. 2000). Gleichzeitig sind die
beiden Krankheitsbilder eng miteinander assoziiert (Zeitlin et al. 2000; Ott 1993).
Frihgeborene IUGR-Feten haben im Vergleich zu normalgewichtigen Friihchen ein er-
héhtes Risiko flr das Auftreten respiratorischer Komplikationen wie bronchopulmonale
Dysplasie mit Ausbildung einer pulmonalen Hypertonie und Entwicklung einer chroni-
schen Lungenerkrankung mit Bedarf einer Heimsauerstofftherapie (Sasi et al. 2015;
Check et al. 2013). Weiterhin kommt es bei friihgeborenen IUGR-Feten signifikant hau-
figer zu einem Atemnotsyndrom, Hirnblutungen, nekrotisierender Enterokolitis und einer
Retinopathie (Bernstein et al. 2000; Gilbert und Danielsen 2003; Lee et al. 2015; Garite
et al. 2004).

Reifgeborene wachstumsretardierte Neugeborene haben ein erhéhtes Risiko fur eine
perinatale metabolische Azidose, Asphyxie, Hypoglykamie, Hypothermie, Hyperbilirubi-
namie und Polyzytamie (Perrotin et al. 2013; Doctor et al. 2001; Sharma et al. 2016).
Weiterhin haben Neugeborene mit einem Geburtsgewicht unterhalb der 3. Perzentile
einen niedrigen 5-Minuten Apgar-Score, missen haufiger intubiert werden und die Inzi-
denz fur Sepsis und Tod in der Neonatalperiode ist erhéht (Mcintire et al. 1999). Das
Risiko fur Periventrikuldare Leukomalazie, Mekoniumaspiration, Krampfanfélle und Ze-
rebralparese ist ebenfalls erhdht (Beckerath et al. 2013; Blair und Nelson 2015). Eine
retrospektive Kohortenanalyse konnte keine geschlechtsspezifischen Unterschiede be-
zlglich des perinatalen Outcomes bei fetaler Wachstumsrestriktion feststellen (Quifio-
nes et al. 2005).
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Bei friih- und reifgeborenen Kindern ist die Wachstumsrestriktion auBerdem mit neuro-
logischen Entwicklungsstérungen assoziiert, was sich in Kognitions- und Verhaltensauf-
falligkeiten sowie Schulschwierigkeiten auBert (Guellec et al. 2011; Hollo et al. 2002; van
Wassenaer 2005).

Innerhalb der ersten sechs Lebensmonate zeigen die meisten SGA-Kinder ein Aufhol-
wachstum, weisen danach aber eine niedrigere Kérperhdhe, ein niedrigeres Gewicht
und einen kleineren Kopfumfang als eutrophe Kinder auf (Hediger et al. 1998; Karlberg
und Albertsson-Wikland 1995).

Weiterhin spielt ein niedriges Geburtsgewicht eine Rolle beim Auftreten endokriner und
psychischer Stérungen bei Jugendlichen. Bei jungen Mannern zeigte sich ein Zusam-
menhang zwischen pranataler Mangelerndhrung und der Entwicklung einer schizoiden
Persdénlichkeitsstérung und antisozialem Verhalten (Hoek et al. 1996; Neugebauer et al.
1999). Bei Madchen scheint ein niedriges Geburtsgewicht mit einem erhéhten Risiko fur
eine verfrihte Adrenarche und dem Syndrom polyzystischer Ovarien einher zu gehen
(van Weissenbruch 2007; Sadrzadeh et al. 2017). Die Folgen eines verringerten fetalen
Wachstums kénnen bis in das Erwachsenenalter hineinreichen. Fir Betroffene besteht
ein erhdhtes Risiko fir das Auftreten eines Hypertonus, die Entwicklung von Stoffwech-
selerkrankungen wie Diabetes mellitus Typ 2 und Hyperlipiddmie und eine erhdhte kar-
diovaskulare Mortalitat (Osmond und Barker 2000).

1.2. Die Plazenta

1.2.1 Entwicklung und Aufbau der humanen Plazenta

Siebzig Prozent aller IUGR-Félle lassen sich durch eine Plazentainsuffizienz erklaren,
wobei eine abnormal flache Trophoblastinvasion zu einer mangelhaften Umwandlung
der Spiralarterien und zur Zottenarchitekturstérung fihrt (Schneider et al. 2007; Tang et
al. 2017).

Die Blastozyste nistet sich am Anfang der zweiten SSW post conceptionem in das re-
zeptive Endometrium ein, welches von nun an als Dezidua bezeichnet wird. Dabei diffe-
renziert sich die Blastozyste zum Embryoblast, welcher sich zum Fetus weiterentwickelt
und dem Trophoblast, aus welchem die Plazenta gebildet wird. Der Trophoblast besteht
aus zwei Zellreihen, dem inneren teilungsaktiven Zytotrophoblast, dessen Zellen in den
auBeren Syncytiotrophoblast (SCT) wandern (Weyerstahl und Stauber 2013). Die ei-
gentliche Entwicklung der Plazenta beginnt mit der Fusion von einkernigen Trophoblast-
zellen zu einem mehrkernigen Synzytium (Schneider et al. 2007).

Nach der Implantation folgt die lakunare Periode, in welcher sich im SCT Hohlrdume,
sog. Lakunen, bilden, welche von SCT-Balkchen (Trabekeln) durchzogen werden
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(Aumuller und Wurzinger 2010). Die Trophoblastinvasion flhrt zur Arrosion mutterlicher
Kapillaren, wodurch mutterliches Blut in die Trophoblastlakunen einflieBt (Weyerstahl
und Stauber 2013). Zwischen dem 12. und 15. Tag p.c. dringen Zytotrophoblastzellen in
die Trabekel ein, dadurch bilden sich die Primarzotten (Villi) (Aumuller und Wurzinger
2010). Diese ragen in die blutgefullten Lakunen, was zu dem Begriff des intervillésen
Raumes fuhrt und zur Entstehung des utero-plazentaren Kreislaufs beitragt (Aumdller
und Wurzinger 2010). Im utero-plazentaren Kreislauf wandern Trophoblasten in die Spi-
ralarterien des Endometriums ein und wandeln diese in weit dilatierte uteroplazentare
Arterien um, wodurch der uteroplazentare Strdomungswiderstand abnimmt, wahrend der
maternale Blutfluss im intervillésen Raum exponentiell steigt (Maulik et al. 2006).

Die Primé&rzotten wandeln sich durch Einwanderung von extraembryonalem Mesoderm
in Sekundarzotten um (Welsch 2010). Ab der vierten Woche entstehen Blutkapillaren,
die zum embryonalen Herzen flhren, man spricht nun von Tertiarzotten (Welsch 2010).
Damit ist die Grundlage fur den feto-plazentaren Kreislauf gebildet (Aumdller und
Wurzinger 2010). Die Form der hdmochorialen Plazentation stellt sicher, dass die Kapil-
laren des feto-plazentaren Kreislaufs vor Druck- und Perfusionsschwankungen in utero-
plazentaren GefaBBen geschiitzt werden (Sankaran und Kyle 2009).

Fetaler und maternaler Kreislauf sind durch die Plazentaschranke voneinander getrennt,
welche zu Beginn der Schwangerschaft aus dem SCT, dem Zytotrophoblast, der Ba-
sallamina, Bindegewebe und dem fetalen Endothel besteht, spater nur noch aus SCT,
Basallamina und Endothel (Fritsch und Kihnel 2018).

Die Plazenta ist in der 13. SSW ausgereift und besteht aus der dem Embryo zugewand-
ten Chorionplatte, dem davon ausgehenden Zottensystem und der zur mutterlichen
Seite gewandten Basalplatte (Welsch 2010). Von der Basalplatte ausgehende Septen
unterteilen die Plazenta in sog. Kotelydonen, die jeweils zwei oder mehr Zottenbdume
enthalten und miteinander in Verbindung stehen (Weyerstahl und Stauber 2013). Die
Plazenta wird durch Haftzotten zusammengehalten, welche den intervillésen Raum
durchqueren und an der Basalplatte verankert sind (Zilles und Tillmann 2010). AuBer-
dem fOhren auBerhalb der Zotten vorkommende fetale Zellen, sog. Extravillése Tro-
phoblasten (EVT), durch ihr invasives Wachstum und proteolytische Aktivitat zur Veran-
kerung in der Uteruswand (Zilles und Tillmann 2010). Am Geburtstermin liegt der Durch-
messer der Plazenta bei ca. 20 cm, die Dicke bei 2-4 cm und das Gewicht von etwa 500
g sollte bei unkomplizierten Schwangerschaften signifikant mit dem Geburtsgewicht des
Kindes korrelieren (Weyerstahl und Stauber 2013). Dies bedeutet, dass Plazenten von
IUGR-Feten kleiner sind als die von eutrophen Feten (Heinonen et al. 2001; Teasdale
1984).
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Abbildung 1: Aufbau einer reifen Plazenta (Weyerstahl und Stauber 2013)

1.2.2 Funktion der humanen Plazenta

Die haufigste Ursache fiir eine IUGR (80-90 Prozent der Falle) ist eine mangelhafte Ver-
sorgung des Fetus mit Nahrstoffen und Sauerstoff Gber die Plazenta (Bauer et al. 2003).
Neben einer adaquaten Trophoblasteninvasion, einer Erhéhung des uteroplazentaren
Blutflusses wahrend der Schwangerschaft, ist der Transport von Nahrstoffen wie Glu-
kose und Aminosauren von der Mutter zum Fetus sowie die Produktion und Ubertragung
wachstumsregulierender Hormone entscheidend (Murphy et al. 2006).

Die in der Nabelschnur verlaufende Umbilicalvene flihrt dem Fetus mit Sauerstoff und
Nahrstoffen angereichertes Blut zu. Sauerstoffarmes und mit Abbauprodukten belade-
nes Blut gelangt Uber zwei Umbilicalarterien zurlick zur Plazenta. Damit Nahrstoffe,
Stoffwechselendprodukte und Gase die Plazentaschranke passieren kénnen, existieren
verschiedene Transportmechanismen, welche in Tabelle 3 nach Weyerstahl et al. (Wey-
erstahl und Stauber 2013) dargestellt werden:
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Tabelle 3: Transportmechanismen der Plazenta

Vorgang Substanz

Aktive Austauschmechanismen:

Aktiver Transport Anorganische lonen, Fettsauren, Amino-
sauren, Vitamine, Hormone

Pinozytose Proteine, Lipide, IgG

Passive Austauschmechanismen:

Einfache Diffusion 02, CO2, Kreatinin, Harnstoff, Bilirubin,
Wasser, Medikamente

Erleichterte Diffusion Glukose, Laktat

Diapedese Erythrozyten, Leukozyten, Medikamente

mit Molekulargewicht Uber 600, Viren,
Bakterien, Protozoen

Neben diesen zahlreichen metabolischen Funktionen, besitzt die Plazenta auch Eigen-
schaften als endokrines Organ. Die Hormonproduktion von humanem Choriogonadotro-
pin (hCG, dient auch zum Schwangerschaftsnachweis), Ostrogen und Progesteron (Auf-
rechterhaltung der Schwangerschaft) sowie humanem Plazenta-Laktogen (hPL, stellt
mutterliche Glucose und Fettsduren fiir den Fetus bereit), findet im SCT statt (Welsch
2010).

Auch wenn die Plazenta selbst keine GCs synthetisiert, schiitzt das im SCT lokalisierte
Enzym 11-beta-Hydroxysteroid-Dehydrogenase (11B8-HSD) den Fetus vor maternalen
GC-Exzessen, um eine daraus folgende fetale Wachstumsrestriktion zu verhindern
(Huppertz und SchleuBner 2018). Weiterhin exprimiert die Plazenta mehrere GR-Isofor-
men (Saif et al. 2014). Die immunsuppressiven Eigenschaften dieser Hormone tragen
neben MHC-I-Molekilen und Zytokinen dazu bei, dass der Fetus als Allo-Transplantat
nicht abgestoBen wird (Welsch 2010).

1.2.3 Die Chorionkarzinomzelllinie BeWo als Trophoblastzellmodell

In kultivierten Plazentaexplantaten kommt es nach 7-24 Stunden zu einer Apoptose der
Trophoblasten (Di Santo et al. 2003). Weiterhin kommt es beim Geburtsvorgang, ebenso
bei primaren Sectiones, zu ischamiebedingten Gewebeveranderungen, so dass ex-vivo-
Analysen erschwert durchfihrbar sind (Di Santo et al. 2003; Bloxam und Bobinski 1984;
Kaufmann 1985).

Die Chorionkarzinomzelllinie BeWo wurde als Trophoblastzellmodell fir in vitro-Analy-
sen im Jahre 1968 von Pattillo et al. (Pattillo et al. 1968) etabliert.
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Chorionkarzinomzellen entwickeln sich aus Trophoblasten und weisen daher die glei-
chen morphologischen und funktionellen Merkmale wie die Produktion plazentarer Hor-
mone auf (Wadsack et al. 2003; Grummer et al. 1994).

Daher dient das Trophoblastzellmodell als effektives Arbeitsmittel um die Biologie und
endokrine Funktion von Trophoblastzellen sowie die Plazentaentwicklung zu verstehen
(King et al. 2000).

1.3 Glucocorticoide

GCs sind Steroidhormone, die ausgehend von Cholesterol in der Zona fasciculata der
Nebennierenrinde gebildet werden (Nicolaides et al. 2000; Zhou und Cidlowski 2005).
Sie werden unter der Kontrolle der Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse
(HPA) auf ultradiane, circadiane und stressabhangige Weise in das periphere Blut se-
zerniert (Nicolaides et al. 2017; Zhou und Cidlowski 2005).

Das natlrliche menschliche GC ist Cortisol, welches Uber negative Rickkopplung die
Sekretion des Corticotropin-Releasing-Hormons (CRH) aus dem Hypothylamus und des
adrenocorticotropen Hormons (ACTH) aus dem Hypophysenvorderlappen reguliert
(Chatuphonprasert et al. 2018).

Glucocorticoide regulieren beim Menschen ein breites Spektrum lebenswichtiger physi-
ologischer Funktionen und spielen eine wichtige Rolle bei der Aufrechterhaltung der ba-
salen und stressbedingten Homd&ostase (Nicolaides et al. 2009). Sie sind an fast jedem
zelluldren, molekularen und physiologischen Vorgang des Organismus beteiligt und
spielen eine entscheidende Rolle bei biologischen Prozessen, wie Wachstum, Fortpflan-
zung, Apoptose, Stoffwechsel, Verhalten, Immun- und Entziindungsreaktionen sowie
des zentralen Nerven- und Herz-Kreislauf-Systems (Nicolaides et al. 2009; Zhou und
Cidlowski 2005).

CRH ist in der Plazenta vor allem im Synzytiotrophoblasten und intermediaren Tro-
phoblast lokalisiert und an der Reifung der fetalen HPA-Achse beteiligt (Riley et al.
1991). Bei Frihgeburten kann ein Anstieg des CRH-Spiegels im mutterlichen Kreislauf
beobachtet werden, wéhrend er bei Geburten nach dem errechneten Entbindungstermin
signifikant vermindert ist (McLean et al. 1995).

Das Corticosteroid-bindende Globulin (CBG), welches die GCs im Plasma transportiert
und somit die Konzentration an freiem, biologisch aktiven Cortisol begrenzt, steigt in der
physiologischen Schwangerschaft deutlich an (Potter et al. 1987).

Das Enzym 11B-HSD katalysiert die Umwandlung von aktivem Cortisol in das inaktive
Cortison (Krozowski et al. 1999). Die Isoform 113-HSD2 ist in hohen Konzentrationen im
SCT der Plazenta vorhanden, um den Fetus so vor hohen maternalen GC-Spiegeln zu
schitzen (Krozowski et al. 1995). So wird der gréBte Anteil an maternalem Cortisol bei
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der Plazentapassage inaktiviert und bei Geburt stammen etwa drei Viertel des zirkulie-
renden Cortisols aus der fetalen Nebenniere (Beitins et al. 1973). Eine fetale Nebennie-
renhypertrophie flihrt daher zu einer erhdhten GC-Aktivitat (Sankaran und Kyle 2009).
Weiterhin sind GCs eine der am haufigsten verwendeten Therapeutika, die insbeson-
dere bei der Behandlung von entziindlichen, autoimmunen und lymphoproliferativen Er-
krankungen eingesetzt werden (Nicolaides et al. 2009; Zhou und Cidlowski 2005). In der
Schwangerschaft werden GCs hauptséchlich zur Prophylaxe von neonataler Morbiditat
und Mortalitat bei einer drohenden Frihgeburt sowie bei Feten mit kongenitaler Neben-
nierenhyperplasie eingesetzt (Seckl und Meaney 2004). Dadurch I&sst sich laut einer
Cochrane Metaanalyse die Pravalenz fir Respiratory-Disstress-Syndrom, Intraventriku-
lare HaAmorrhagie, Nekrotisierende Enterokolitis, mechanische Beatmung und systemi-
sche Infektionen in den ersten 48 Lebensstunden reduzieren, worauf sich auch die Emp-
fehlungen zur Applikation antenataler Steroide in der aktuellen nationalen Leitlinie zur
,Pravention und Therapie der Frihgeburt* stitzen (Roberts et al. 2017; Berger et al.
2019). Die Wirkung der GCs wird Uber den intrazellularen GC-Rezeptor (NR3C1) ver-
mittelt (Kino und Chrousos 2004).

1.3.1 Der Glucocorticoidrezeptor

Die Wirkung der GCs wird durch den Glucocorticoid-Rezeptor (GR) vermittelt, der als
ligandenabhangiger Transkriptionsfaktor fungiert und gemeinsam mit den Rezeptoren
fir Steroide, Retinsaure und Schilddriisenhormone zur der Superfamilie der Kernrezep-
toren gehort (Chrousos 2004). Die Kernrezeptoren sind nach dem gleichen Prinzip auf-
gebaut, wobei essentielle Strukturelemente die C-terminale Ligandenbindungsdoméne
(LBD), die N-terminale Transaktivierungsdoméanen (NTD) und DNA-Bindungsdomanen
(DBD, enthalt 2 sog. Zinkfingermotive) sind (Mangelsdorf et al. 1995). Die Aminosau-
resequenz des GR wurde zuerst von Hollenberg beschrieben (Hollenberg et al. 1985)
und ist auf Chromosom 5q31-32 lokalisiert (Gehring et al. 1985). Der GR besteht aus 9
Exons hat eine GréBe von mindestens 80 Kilobasen (Encio und Detera-Wadleigh 1991).
Unter basalen Bedingungen liegt der GR im Zytosol als Multiproteinkomplex gebunden
an Chaperone (HSP90, HSP70, P23) und Immunophiline (FKBP4, FKBP5) vor (Pratt
und Toft 1997).

Bindet ein GC-Molekil an seinen Rezeptor, erfahrt dieser eine Konformationsédnderung
und dissoziiert von den Hitzeschockproteinen ab, um in den Zellkern zu wandern (Bohen
und Yamamoto 1993). Im Kern reguliert der aktivierte GR die Transkription durch direkte
Bindung an bestimmte DNA-Sequenzen, sog. Glucocorticoid Response Elements
(GRE), die in der Promotorregion des Zielgens lokalisiert sind (Zhou und Cidlowski
2005). Alternativ kann der ligandengebundene GR an negative GREs (nGREs) in der
Promotorregion von Zielgenen binden, um die Transkription zu unterdricken (Zhou und
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Cidlowski 2005). Weiterhin inhibiert der GR viele proinflammatorische Gene durch In-
duktion der Synthese von entziindungshemmenden Proteinen sowie durch Unterdri-
ckung proinflammatorischer Transkriptionsfaktoren, wie z. B. Kernfaktor kappaB (NF-
kappaB) oder Aktivatorprotein-1 (AP-1) (Smoak und Cidlowski 2004).
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Abbildung 2: Schematische Darstellung des menschlichen GR (Nicolaides et al. 2009)

Durch alternatives SpleiBen entstehen mehrere Varianten, von denen aufgrund ihrer
Haufigkeit die Isoformen GR a und GR 3 besonders im Fokus wissenschaftlicher Studien
stehen (Lu und Cidlowski 2006). Das Molekulargewicht der beiden Rezeptor-Isoformen
betragt 97 bzw. 94 Kilo-Dalton (Nicolaides et al. 2009). Die beiden Isoformen unterschei-
den sich auBerdem an ihrem C-Terminus, wobei die a-Form aus 777 und die B-Form
aus 742 Aminosauren besteht (Hollenberg et al. 1985). Der GR a wird in allen mensch-
lichen Zellen und Geweben exprimiert und liegt im Zytosol vor (Kino et al. 2009b).

Im Gegensatz dazu befindet sich der GR 8 hormonunabhangig wahrscheinlich vorwie-
gend im Zellkern und bindet weder den GC-Agonist Dexamethason, noch den GC-Anta-
gonist RU38486 in vivo (Oakley et al. 1996). In Abwesenheit von GR a ist GR B tran-
skriptionell inaktiv, wenn die beiden Rezeptor-Isoformen jedoch in derselben Zelle expri-
miert werden, fungiert GR B als dominant negativer Inhibitor von GR a (Oakley et al.
1996). Andere Untersuchungen zeigten, dass in Gegenwart von GCs GR B wahrschein-
lich mit ligandengebundenem GR a heterodimerisiert und in den Kern transloziert, um
als dominanter negativer Inhibitor des GR a zu wirken (Castro et al. 1996).

Der GR B scheint die Transkription priméar indirekt durch Wechselwirkung mit anderen
Transkriptionsfaktoren, Cofaktoren und Chromatin assoziierten Molekilen zu modulie-

ren, anstatt direkt an GREs zu binden (Kino et al. 2009a).
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Als endogener Inhibitor der GC-Wirkung, ist der GR 3 so an der Glucocorticoidsensitivitat
von Zielgeweben beteiligt (Bamberger et al. 1995).

1.4 Epigenetik und Histonmodifikationen

Der Begriff Epigenetik wurde erstmalig im Jahr 1942 von dem britischen Entwicklungs-
biologen Conrad Hal Waddington als ,der Zweig der Biologie, der die kausalen Wech-
selwirkungen zwischen Genen und ihren Produkten, die den Phanotyp hervorbringen,
untersucht®, definiert (Waddington 2012).

Epigenetische Veranderungen sind bei Schwangerschaftskomplikationen von Bedeu-
tung, da sie zu einem veranderten Phanotyp der Plazenta und des Feten fihren kénnen
(Roman C 2014; Gheorghe et al. 2010). Die epigenetische Genregulation findet auch in
der Plazenta auf drei Ebenen statt, dazu gehéren DNA-Methylierung, Histonmodifikation
und nicht-codierende RNA (Nelissen et al. 2011).

Im Weiteren soll auf die Histonmodifikation eingegangen werden:

Die Verpackungsproteine der DNA werden als Histone bezeichnet. Sie bilden gemein-
sam das Nukleosom, indem sich je zwei der vier Histone H2 A, H2 B, H3 und H4 zu
einem Oktamer zusammenlagern, um welches sich die DNA aus 147 Basenpaaren (bp)
zweimal windet. Das Chromatin entsteht durch die Verbindung der Nukleosomen mitei-
nander, was durch das Histon H1 gewéahrleistet wird. Die N- und C-terminalen Enden
ragen aus dem Nukleosom heraus und bieten somit einen Angriffspunkt flr posttransla-
tionale Modifikationen, wie Methylierung, Acetylierung, Ubiquitylierung und Phosphory-
lierung (Zhang et al. 2015; Arnaudo und Garcia 2013). Die Histonacetylierung flhrt
hauptsachlich zu einer Genaktivierung, wahrend die Methylierung, je nach Position und
Zustand sowohl zu einer Genrepression, als auch zu einer Aktivierung fihren kann
(Wang et al. 2008).

Bei der Histonacetylierung wird eine negativ geladene Acetylgruppe an Lysinreste der
Histonproteine Ubertragen (Gréaff und Tsai 2013). Dadurch wird die positive Ladung an
den Lysinresten neutralisiert, was die Affinitat zur DNA verringert und somit die Zugang-
lichkeit fur Transkriptionsfaktoren an die Chromatinstruktur erhdéht (Hong et al. 19983;
Struhl 1998). Die Histonacetylierung wird durch die antagonistischen Funktionen der His-
tonacetyltransferasen (HATs) und Histondeacetylasen (HDACs) reguliert (Woo et al.
2017). Die HATs werden in die drei Untergruppen MYST (MOZ, Ybf2/Sas3, Sas2, Tip60),
GNAT (Gcen5 related N-acetyltransferase) und p300 eingeteilt (Berndsen und Denu
2008). Die Acetylierung der Lysinreste von H3 findet hauptséchlich an den Positionen
K9, K14, K18, K23 and K27 statt (Wirén et al. 2005).

Beim Menschen sind 18 HDAC Enzyme bekannt, die sich in vier Klassen einteilen las-
sen: Klasse | Rpd3-like Proteine (HDAC1, HDAC2, HDAC3, and HDACS); Klasse Il
Hda1-like Proteine (HDAC4, HDAC5, HDAC6, HDAC7, HDAC9 und HDAC10); Klasse
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[ll Sir2-like Proteine (SIRT1, SIRT2, SIRT3, SIRT4, SIRT5, SIRT6, and SIRT7) und
Klasse IV Proteine (HDAC11) (Seto und Yoshida 2014). Die Lysinacetylierung reguliert
zahlreiche Prozesse wie DNA-Protein-Wechselwirkung, Transkriptionsaktivitat, Stabilitat
und Signalwege, welche auch beispielsweise bei Krebs, neurodegenerativen- und Herz-
Kreislauferkrankungen von Bedeutung sind (Peserico und Simone 2011).

Die Methylierung der Histone kann an Lysin (K)- und Argininresten (R) stattfinden und
filhrt zu einer Anderung der Chromatinstruktur, entweder Kondensation oder Entspan-
nung (Bannister und Kouzarides 2005). Es ist jedoch unwahrscheinlich, dass die relativ
kleine Methylgruppe alleine zu einer Neutralisierung der Ladung beitragt und zu einer
Anderung der Chromatinstruktur fiihrt, vielmehr schafft sie Bindungsstellen fiir regulato-
rische Proteine, die spezielle Bindungsdoménen enthalten (Bannister und Kouzarides
2005).

Die Methylierung von Lysinresten der Histone wird durch die Methyltransferasen (KMTs)
und Demethylasen (KDMs) reguliert, wobei beispielsweise die H3K4-Methylierung
mono-, di- oder trimethyliertes H3K4me (H3K4me1, H3K4me2 bzw. H3K3me3) erzeugt,
wahrend nicht methyliertes H3K4me als Kontrollsystem dient (Black et al. 2012; Collins
et al. 2019). Argininreste kbnnen mono- oder dimethyliert (asymmetrisch oder symmet-
risch) werden (Kouzarides 2007). Die am haufigsten untersuchten Methylierungsstellen
sind bei H3 Lysin 4 (H3K4), H3K9, H3K27, H3K36, H3K79 und H4K20 (Greer und Shi
2012). Beim Menschen sind sechs H3K4-Methyliransferasen bekannt, welche zur
Set1/COMPASS-Familie gehéren (Shilatifard 2012).

Es sind bisher tGber zwanzig Demethylasen entdeckt und charakterisiert worden, welche
entweder zur LSD (Lysin Specific Demethylase) - oder JmjC (Jumonji C)-Familie gehé-
ren (Shi und Tsukada 2013).

Die klinische Bedeutung der KMTs und KDMs besteht sowohl in einer normalen embry-
onalen Entwicklung, als auch bei der Genese neurologischer Erkrankungen sowie Tu-
moren unterschiedlicher Organsysteme, was fiir die Targeted Therapy zunehmend an
Bedeutung gewinnt (Kooistra und Helin 2012; Husmann und Gozani 2019).
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1.5 Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit

Die IUGR ist eine Stérung des fetalen Wachstums multifaktorieller Genese, welche mit
einer erhdhten peri- und postnatalen Morbiditat und Mortalitét assoziiert ist (Hasmasanu
et al. 2015).

Obwohl die IUGR haufig aus einer Plazentainsuffizienz resultiert, sind die molekularen
Mechanismen, die an der Pathogenese der IUGR beteiligt sind und insbesondere der
Mechanismus der fetalen Programmierung, weitgehend unbekannt (Monk 2015).
Grundlage fir die fetale Programmierung ist die Barker-Hypothese, welche den Zusam-
menhang zwischen einer IUGR und der Entwicklung eines metabolischen Syndroms im
Erwachsenenalter beschreibt (Osmond und Barker 2000).

GCs sind essenziell fir die fetale Organreifung aber auch mit einem verringerten fetalen
Wachstum assoziiert (Chatuphonprasert et al. 2018). Weiterhin wurden epigenetische
Veranderungen als Ursache beobachtet.

Eine kilrzlich erschienene Studie zeigte, dass die menschliche Plazenta mehrere GR-
Isoformen exprimiert und ein Zusammenhang zur fetalen Wachstumsrestriktion und dem
fetalen Geschlecht besteht. (Saif et al., 2014).

GC-Konzentrationen wurden zwar bereits im Serum von IUGR-Feten bestimmt, jedoch
wurde die Expression der beiden Rezeptor-Isoformen GR a und $ noch nicht in IUGR-
Plazenten untersucht.

Weiterhin deuten aktuelle Erkenntnisse darauf hin, dass geschlechtsspezifische Adap-
tationen der Plazenta fiir Unterschiede beim fetalen Wachstum und Uberleben von zent-
raler Bedeutung sind und somit bei der wissenschaftlichen Praxis bertcksichtigt werden
sollten (Clifton 2010).

Daher haben wir die Expression der GR a und 3 sowie der Histonproteine H3K4me und
H3K9ac in IUGR-Plazenten untersucht und geschlechtsabhangige Unterschiede aufge-
zeigt.

Ziel dieser Arbeit war somit, den Einfluss von GCs und Histonmodifikationen auf die
IUGR, unter Berticksichtigung des fetalen Geschlechts, zu untersuchen. Diese Erkennt-
nisse kénnten eine Grundlage fir weitere Forschung, auch in Hinblick auf Therapiean-
satze fur dieses Krankheitsbild, liefern.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Patientenkollektiv

An dieser Untersuchung nahmen insgesamt 29 Patientinnen teil, die nach der Entbin-
dung in der Klinik und Poliklinik fir Frauenheilkunde und Geburtshilfe der Ludwig-Maxi-
milians-Universitat (LMU) Minchen, Maistral3e, ihre Plazenta zur Verfigung stellten. Bei
den Feten von 14 dieser Patientinnen wurde prénatal eine IUGR diagnostiziert, wahrend
die weiteren 15 Patientinnen einen unauffalligen Schwangerschaftsverlauf hatten (Kon-
trollgruppe). In diesem Studienkollektiv wurde der Grenzwert zur Diagnosestellung einer
IUGR bei einem Geburtsgewicht unterhalb der 5. Perzentile in Bezug auf das Gestati-
onsalter festgelegt (Minas et al. 2007).

Zur Bestatigung des Gestationsalters musste eine Ultraschalluntersuchung mit Messung
der Scheitel-Stei3-Lange aus der Frihschwangerschaft vorliegen und die Diagnose
IUGR wurde nach der Entbindung reevaluiert, anderenfalls wurde die Patientin aus der
Studie ausgeschlossen. Weitere Ausschlusskriterien dieser Studie waren vorbestehende
chronische Erkrankungen der Schwangeren, wie arterieller Hypertonus, Nieren- und
Herzerkrankungen, Diabetes mellitus und Bindegewebserkrankungen sowie andere
Schwangerschaftskomplikationen im Sinne von Gestationsdiabetes, Amnioninfektions-
syndrom und Préeklampsie.

Bei der Auswahl der Studienteilnehmerinnen wurde auBerdem auf eine gleichméaBige
Verteilung des fetalen Geschlechts geachtet. In der IUGR-Gruppe fanden sich jeweils 7
Plazenten von mannlichen und weiblichen Feten, wahrend in die Kontrollgruppe 7 weib-
liche und 8 méannliche Plazenten eingeschlossen waren. Weitere klinische Kriterien der
vier Gruppen sind in Tabelle 4 dargestellt.

Die Diagnose IUGR war fir die Friihgeburtlichkeit in dieser Gruppe verantwortlich. Die
Studie wurde durch das Ethik-Komitee der LMU Minchen genehmigt (Nr. 158/00) und

die Einverstandniserklarung lag von allen Patientinnen in schriftlicher Form vor.
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Tabelle 4: Klinische Kriterien des Studienkollektivs

IUGR Kontrollen

Mannlich Weiblich Mannlich Weiblich
Gestationsalter 33 37 40 40
bei Entbindung (SD 3.27) (SD 4.30) (SD 1.6) (SD 0.9)
(in Wochen)
Kindliches 1400 1950 3157.5 3440
Geburtsgewicht (SD 496.65) (SD 625.7) (SD 480.3) (SD 249.19)
(in Gramm)
Nabelschnur pH 7.32 7.36 7.3 7.39

(SD 0.04) (SD 0.08) (SD 0.09) (SD 0.08)

Apgar-Score 9 9.5 10 10
nach 5 Min. (SD 1.52) (SD 2.34) (SD 0) (SD 0)
Apgar-Score 10 10 10 10
nach 10 Min. (SD 1.73) (SD 1.6) (SD 0) (SD 0)
Mutterliches 32 31 30,5 33
Alter (in Jahren) (SD 5.43) (SD 3.45) (SD 6.4) (SD 5.20)

2.1.2 Gewinnung des plazentaren Gewebes

Direkt nach der Entbindung wurde aus einem zentral gelegenen, gut durchbluteten Teil

der Plazenta ein ca. 2x2 cm messender Gewebeblock enthommen. Es wurde darauf

geachtet, dass dieser Dezidua, villése und extravillése Trophoblasten sowie Amnio-

nepithel enthalt. Die Gewebeprobe wurde sofort in 4% neutral gepuffertem Formalin fur

24 Stunden fixiert, um eine Autolyse zu verhindern. Danach wurden die Gewebeproben

in organischem L&sungsmittel entwassert und anschlieend in Paraffin eingebettet.
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2.1.3. Verwendete Materialen

Tabelle 5: Verwendete Gerdte und Verbrauchsmaterialien

Gerat/Verbrauchsmaterial

Herstellerinformation

7500 Fast Real-Time PCR

Applied Biosystems,
Darmstadt, Deutschland

Adhesive Film (Abdeckfolie) MicroAmp®

Applied Biosystems,
Darmstadt, Deutschland

AxioCam

Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland

CO2. Inkubator

Heraeus

Chamberslides, 8-Well

Nalge-Nunc, Rochester, USA

CO»-Flasche Linde, Miinchen, Deutschland

Deckglaser Thermo Scientific, Menzel, Braunschweig,
Deutschland

Dampfkochtopf vitavit® Fissler GmbH, Idar-Oberstein, Deutsch-

land

Elektrische Pipettierhilfe Easypet

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Eppendorf Reaktionsgefafie

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Falcons

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Feuchtkammer

Aus Eigenherstellung

Fluoreszensmikoskop Axioskop

Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland

Gefrierschrank, - 20°C

Siemens, Minchen, Deutschland

Gefrierschrank, - 80°C

Thermo Scientific, Waltham, USA

Kamerasystem

JVC, Yokohama, Japan

Klhlschrank, 4°C

Liebherr, Biberach an der Riss, Deutsch-
land

Lichtmikroskop

Leitz, Wetzlar, Deutschland

Magnetrihrer IKA-COMBIMAG RCH

IKA GmbH&Ko KG, Staufen, Deutschland

Mastercycler® Gradient

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Mikrotom Hn40

Reichert-Jung, Buffalo, USA
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NanoPhotometer TM Implen GmbH, Mlnchen, Deutschland

Neubauer-Zahlkammer Marienfeld, Lauda-Kdénigshofen, Deutsch-
land

Objektitrager Superfrost® Menzel, Braunschweig, Deutschland

Optical Fast 96-Well-Platte Applies Biosystems, Foster City, USA

PCR Sterile Bank Captair Erlab, Val de Reuil cedex, Frankreich

pH-Meter Schott, Mainz, Deutschland

Pipetten Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Pipettenspitzen Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Quadriperm Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

Scanning microscope und Software PreciPoint GmbH, Freising, Deutschland

Steril Bank Uniflow UV 1200 mini Kendro Labaratory Products, Asheville,
USA

Stickstofftank Taylor Wharton GmbH, Milstedt, Deutsch-
land

Thermomixer Comfort Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Tischzentrifuge Mini Spin® Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Vortex Genie 2 Bender&Hobein, Bruchsal, Deutschland

Zellkulturflasche Falcon Becton Dickinson Labware, New-
Jersey, USA

Zentrifuge Hermle, Wehingen, Deutschland

Tabelle 6: Verwendete Chemikalien

Chemikalie Herstellerinformation
0,1 M Citronenséaure Merck, Darmstadt, Deutschland
0,1 M Na+-Citrat Merck, Darmstadt, Deutschland

AEC+ High Sensitivity Substrate Chromo- | Dako, Glostrup, Danemark
gen Ready to use

Aqua dest. Apothekenbedarf der LMU Munchen

Aquatex Merck, Darmstadt, Deutschland
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Dako Antibody Diluent

Dako, Glostrup, Danemark

DEPC treated DI water

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

DMEM

Biochrom AG, Berlin, Deutschland

Ethanol 50%, 70%, 96%, 100%

Apothekenbedarf der LMU Miinchen

Eukitt®

O. Kindler, Freiburg, Deutschland

FCS

Biochrom AG, Berlin, Deutschland

High Capacity cDNA Reverse Transcription
Kit

Applied Biosystems, Darmstadt, Deutsch-
land

Liquid DAB+Substrat Chromogen System

Dako, Glostrup, Ddnemark

Mercaptoethanol

Merck, Darmstadt, Deutschland

NucleoSpin®RNAII Kit

Macherey-Nagel, Diren, Deutschland

PBS Dulbecco w/o Ca2+, w/o Mg2+

Biochrom AG, Berlin, Deutschland

Prednisolon (“Prednisolut” = Predniso-
lone-21-hydrogensuccinate, 250 mg)

Mibe GmbH, Brehna, Deutschland

Saures Hamalaun nach Mayer

Apothekenbedarf der LMU Miinchen

TagMan® Fast Universal PCR Master Mix

Applied Biosystems, Darmstadt, Deutsch-
land

Trypanblau Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Trypsin Biochem, Karlsruhe, Deutschland
Ultra V Block Thermo Scientific, Waltham, USA

Vectashield Mounting Medium with DAPI

Vector Laboratories, Burlingame, USA

Vectastain Elite rabbit-lgG-Kit

Linaris, Dossenheim, Deutschland

Verdinnungsmedium

Dako, Glostrup, Danemark

Wasserstoffperoxid VWR International S.A.S., West Chester,
USA
Xylol Roth, Karlsruhe Deutschland
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Tabelle 7: Lésungsansdtze

Lésung Gebrauchsanleitung

3%ige Wasserstoffperoxidldsung 6 ml 30%iges H202 + 194 ml Methanol

ABC-Komplex (graue Flasche) 4 Tropfen Reagenz A + 4 Tropfen Rea-
genz B + 10 ml steriles PBS

Blockierungsserum (gelbe Flasche) 3 Tropfen Goat-Normalserum (Rabbit-Kit)
+ 10ml steriles PBS

DAB 1 ml Substratpuffer + 1Tropfen DAB-Chro-
mogen

Na+-Citratpuffer Lésung A: 21,01 g 0,1 M Citronensaure +
1 1 Aqua dest.
Lésung B: 29,41 g 0,1 M Na-Citrat + 1 |
Aqua dest.
18 ml Lésung A + 82 ml Lésung B + 900
ml Aqua dest.

Sekundarantikérper (blaue Flasche) 3 Tropfen Goat-Normalserum + 1 Tropfen
Anti-rabbit-1IgG + 10 ml PBS

Ubersichten zu den verwendeten Antikdrpern, Detektionssystemen und Primern finden
sich im jeweiligen Abschnitt im Methodenteil.
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2.2. Methoden in der Immunhistologie

2.2.1. Anfertigung der Paraffinschnitte

Aus den Paraffinblécken wurden mit Hilfe eines Schlittenmikrotoms 2-3 um dicke Ge-
websschnitte angefertigt und flr die Verwendung in der Immunhistochemie und Immun-
fluoreszenz-Doppelfarbung auf SuperFrost/Plus Objekttragern aufgezogen. Diese ha-
ben den Vorteil, dass durch ein Beschichtungsverfahren eine positive Ladung entsteht,
welche die Gewebsschnitte besser an ihnen haften lasst. Zusatzlich wurden die Gewebs-
schnitte fir eine bessere Haftung an den Objekttragern tber Nacht bei 56-58°C im Brut-
schrank inkubiert.

2.2.2. Durchfiihrung der immunhistochemischen Farbungen

Die Immunhistochemie beruht auf dem Prinzip der Bindung eines Primarantikérpers an
ein Antigen. Es existieren verschiedene Detektionsverfahren, mit welchen diese Bindung
durch eine Farbreaktion sichtbar gemacht werden kann. In dieser Arbeit wurde haupt-
sachlich die ZytoChem-Plus HRP Polymer-Methode (Horse Radish Peroxidase) verwen-
det. Zunachst wird der Primarantikbrper gebunden und dieser dann mittels eines Poly-
mers, an das Mouse- und Rabbitantikérper, sowie HRP gekoppelt sind, detektiert.

Die Peroxidase wird aus Meerrettich erzeugt und hat ein Molekulargewicht von 40 kDa
(Noll et al. 2000). AuBerdem kam die ABC-Peroxidase-Methode (Avidin-Biotin-Complex)
zum Einsatz. Durch eine enzymatische Reaktion der Peroxidase mit dem hinzugefligten
Chromogen DAB, zeigt sich bei den beiden genannten Methoden lichtmikroskopisch ein
Farbniederschlag.

Die Gewebsschnitte wurden zunéchst fir 20 Minuten in Xylol entparaffiniert und dann in
100% Ethanol geschwenkt. Im n&chsten Schritt wurden die Gewebsschnitte fir ebenfalls
20 Minuten in 3% Wasserstoffperoxid inkubiert, um die endogene Peroxidaseaktivitat zu
blockieren. Darauffolgend wurden die Gewebsschnitte in einer absteigenden Alkohol-
reihe (100%, 70% und 50%) rehydriert und anschlieBend in Aqua dest. gestellt. Die De-
maskierung des jeweiligen Antigens erfolgte durch Hitzevorbehandlung im Dampfkoch-
topf mit Natrium-Citratpuffer (pH=6) fur 5 Minuten. AnschlieBend wurden die Gewebs-
schnitte in Aqua dest. und darauffolgend fir 2x2 Minuten in PBS gespdlt. Durch die 5-
minUtige Behandlung mit einem Blockiermedium, welches die elektrostatischen Ladun-
gen im Gewebe neutralisiert, wurde eine unspezifische Anfarbung des Hintergrunds ver-
hindert. Nun folgte die Inkubation mit dem Primarantikérper fir 16 Stunden Gber Nacht
bei 4°C in einer Feuchtkammer.

Danach wurden die Gewebsschnitte fir 20 Minuten mit einem Verstarkungsreagenz
(Post Block) und far 30 Minuten mit dem HRP-Polymer weiterbehandelt. Zwischen allen
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Schritten wurde ein Waschgang in PBS durchgefiihrt. Die sich anschlieBende Substrat-
farbung erfolgte mittels des DAB-Chromogens in unterschiedlicher Dauer (siehe Tabelle
8). Nachdem die Farbereaktion in Aqua dest. gestoppt wurde, fand die Gegenfarbung in
saurem Hamalaun nach Mayer fir 2 Minuten statt. AnschlieBend wurden die Gewebs-
schnitte fir 5 Minuten in Leitungswasser geblaut und durchliefen eine aufsteigende Al-
koholreihe (50%, 70% und 100%) bis zum Xylol. Im letzten Schritt wurden die Objekttra-
ger mit Eukitt und einem Deckglaschen versehen.

Der GR a wurde mittels der ABC-Peroxidase-Methode detektiert, daher unterscheiden
sich einige Schritte von der oben beschriebenen Vorgehensweise. Dieser Methode liegt
die Affinitat von Avidin (Glycoprotein) zu Biotin (wasserldsliches Vitamin) zugrunde. Ein
biotinylierter Briickenantikdrper stellt die Verbindung zum ABC-Komplex her. Weiterhin
ist an diesen Komplex ein Enzym, die Peroxidase, gekoppelt. Gibt man ein Substrat (in
diesem Fall DAB) hinzu, wird eine enzymatische Reaktion mit der Peroxidase gestartet,
welche lichtmikroskopisch als Farbniederschlag erkennbar ist (Noll et al. 2000).

Nach der Vorbehandlung mit Natrium-Citratpuffer fir 5 Minuten im Dampfkochtopf wur-
den die Gewebsschnitte fir 20 Minuten mit dem Blockierungsserum weiterbehandelt.
Danach folgte die Inkubation mit dem Primarantikérper bei 4°C fir 16 Stunden Uber
Nacht. Am nachsten Tag wurde nach einem Waschgang in PBS der Sekundarantikérper
fr 30 Minuten auf die Gewebsschnitte aufgetropft. Fir weitere 30 Minuten wurde nach
einem Waschgang in PBS der ABC-Komplex aufgetragen. Das weitere Procedere rich-
tete sich nach der oben beschriebenen Vorgehensweise. Details zu den verwendeten
Antikérpern, Verdiinnungen und Dauer der Substratféarbung sind in Tabelle 8 dargestellt:
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Tabelle 8: Details zu den verwendeten Antikérpern, Verdiinnungen und Dauer der Sub-

stratfdrbung in der Immunhistochemie

Antikorper Isotyp Verdiinnung | Hersteller Detektion Substrat-
farbung
GR a Rabbit IgG [1:200 in PBS Abcam Vectastain Elite |2 Minuten DAB
polyclonal rabbit-1IgG-Kit, Li-
naris
GR B Rabbit IgG [1:200 in PBS BIOSS ZytoChem Plus 2 Minuten DAB
polyclonal (Biozol) HRP Polymer
System
mouse/rabbit
Zytomed
H3K4me Rabbit IgG  |1:500 in PBS Abcam ZytoChem Plus |1 Minute DAB
polyclonal HRP Polymer
System
mouse/rabbit
Zytomed
H3K9ac Rabbit IgG [1:200 in PBS Abcam ZytoChem Plus [z Minute DAB
monoclonal HRP Polymer
System
mouse/rabbit
Zytomed

2.2.3. Positivkontrollen

Als Positivkontrolle bezeichnet man Gewebe, welches sicher das gesuchte Antigen

enthalt. Bei jedem Farbegang wird ein Praparat mit untersucht, um sicherzustellen,

dass die Farbung funktioniert hat.

Bei dieser Untersuchung wurden fir GR a Mammakarzinomgewebe (Abbildung 3 A) und

fir GR B Kolonkarzinomgewebe (Abbildung 3 B) als Positivkontrollen eingesetzt. Flr die
Histone H3K4me und H3K9ac diente gesundes Kolongewebe (Abbildung 3 C und D) als

Positivkontrolle.
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Abbildung 3: Positivkontrollen in der Inmunhistochemie

A: GR a, Mammakarcinomgewebe ; B: GR 8 Kolonkarzinomgewebe

C: H3K4me, gesundes Kolongewebe D: H3K9ac, gesundes Kolongewebe

2.2.4. Auswertung der immunhistochemischen Farbungen

Die Auswertung der immunhistochemischen Farbungen erfolgte anhand des semiquan-

titativen immunreaktiven Scores (IRS) nach Remmele (Remmele und Stegner 1987).

Hierflr wurde die Farbintensitat mit dem prozentualen Anteil gefarbter Zellkerne multipli-

ziert und daraus der IRS ermittelt, siehe Tabelle 9.

Tabelle 9: IRS nach Remmele et al. 1987

Farbintensi- | Anteil positiv gefarbter Zell- | IRS
tat kerne
0 = keine 0 = keine 0-1 = keine Expression
1 =schwach |1=<10% 2-3 = schwache Expression
2 = mittel 2 =11-50% 4-8 = méaBig starke Expression
3 = stark 3 =51-80% 9-12 = starke Expression
4 =>80%
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Zur besseren Unterscheidung zwischen zytoplasmatischer und nuklearer Farbung wur-
den ein Scanning-Mikroskop mit entsprechender Software (PreciPoint GmbH) verwen-
det, welche die zytoplasmatische Farbung I6scht und somit die separate Auswertung der
Kernfarbung ermdglicht.

2.2.5. Durchfiihrung der Immunfluoreszenz-Doppelfarbung

Die Immunfluoreszenz basiert wie die Immunhistochemie auf der Bindung eines Pri-
marantikdrpers an ein Antigen mit dem Unterschied, dass dieser durch Fluoreszenzfarb-
stoffe visualisiert wird und mehrere Antigene nachweisbar sind.

Die Vorbehandlung glich dem Verfahren in der oben beschriebenen Immunhistochemie.
Um eine unspezifische Anfarbung des Hintergrunds zu vermeiden, wurden die Gewebs-
schnitte mit Ultra-Vision-Block fur 15 Minuten bei Raumtemperatur behandelt. Danach
folgte die Inkubation bei 4°C fir 16 Stunden Uber Nacht mit den Prim&rantikérpern, wel-
cher zuvor mit Anti-Cytokeratin 7 (CK 7), einem speziellen Marker fir EVT, gemischt
wurde. Danach wurden die Gewebsschnitte in PBS gespUlt und von nun an im Dunkeln
gearbeitet, um das Zerfallen der Fluorochrome zu vermeiden. Der mit Cy2- und Cy3-
markierte Sekundéarantikdrper wurden fir 30 Minuten bei Raumtemperatur auf die Ge-
websschnitte gegeben. Nach einem Waschgang in PBS wurden die Gewebsschnitte bei
Raumtemperatur getrocknet. Im letzten Schritt erfolgte das Eindecken mit Mounting Me-
dium far Fluoreszenz, welches 4’,6’ -Diamino-2-Phenylindol (DAPI) enthélt und somit
Zellkerne blau anfarbt. Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte zeitnah unter dem Axio-
phot Photomikroskop, da die Fluorochrome leicht verblassen. Mit der digitalen Kamera
Axiocam und dem Computerprogramm Axio Vision wurden Bilder der Farbeergebnisse
erstellt und gespeichert. Detaillierte Informationen zu den verwendeten Antikdrpern und
Verdunnungen zeigt Tabelle 10.

Tabelle 10: Details zu den verwendeten Antikérpern und Verdiinnungen der Immunfluo-

reszenz-Doppelfdrbung

Antikorper Isotyp Verdiinnung Hersteller

GR a Rabbit IgG polyclonal 1:200 in Dako Abcam

GR B Rabbit IgG polyclonal 1:200 in Dako BIOSS (Biozol)
H3K9ac Rabbit IgG monoclonal 1:200 in Dako Abcam

CK7 Mouse IgG1 monoclonal [1:30 in Dako Novocastra
Cy2 Goat-Anti-Mouse IgG 1:100 in Dako Dianova

Cy3 Goat-Anti-Rabbit IgG 1:500 in Dako Dianova
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2.3. Methoden in der Zellkultur

Die Chorionkarzinomzellen der Zelllinie BeWo wurden im Brutschrank bei 37°C und ei-
nem atmospharischen CO2-Gehalt von 5% in Zellkulturflaschen mit einer GréB8e von T75
(@ 75 ml) und flr gréBere Versuche von T125 (a 125 ml) angezlchtet. Zudem befand
sich in den Flaschen je nach GréBe 12 bzw. 24 ml Dulbecco's Modified Eagle Medium
(DMEM), angereichert mit 10% fetalem Kalberserum (FCS), welches aufgrund seiner
Inhaltstoffe (3.7 g/l NaHCQO3, 4.5 g/I D-Glucose, 1.028 g/l stabiles Glutamin und Natrium-
Pyruvat) zur Erndhrung der Zellen dient. Auf den Zusatz von Antibiotika oder Antimyko-
tika wurde verzichtet. Das Arbeiten in der Zellkultur wurde mit Handschuhen durchge-
fihrt und fand unter einer sterilen Laminarflow statt, welche regelmafig mit 70% Ethanol
gereinigt wurde. Einmal pro Woche fand ein Mediumswechsel statt, wobei das alte Me-
dium mit der Pipette abgezogen und verworfen wurde und durch neues, auf 37°C vor-
gewarmtes DMEM (angereichert mit 10% FCS) ersetzt wurde. Wiederum einmal in der
Woche wurden die Zellen gesplittet. Auch hierflir wurde das alte Medium verworfen und
anschlieBend wurden die Zellen in PBS gespult um sie von FCS-Resten zu befreien, da
es das im nachsten Schritt hinzugeflgte Trypsin hemmt. Die Zellen wurden mit 2 bzw. 3
ml Trypsin fir 8-10 Minuten im Brutschrank inkubiert, um sie vom Flaschenboden zu
l6sen, an welchem sie wegen ihres adharenten Wachstums haften. Danach wurden 8
bzw. 12 ml DMEM mit 10% FCS hinzugegeben, um die Wirkung des Trypsins zu stop-
pen. 25 ul der Zellsuspension wurden in ein zuvor vorbereitetes Eppendorfgefa mit 50
pl PBS und 25 pl Trypanblau gemischt und die lebendigen Zellen daraus in einer Neu-
bauer Z&dhlkammer ausgezahlt. Die restlichen ca. 10 bzw. 15 ml der Zellsuspension wur-
den in ein Falkon pipettiert und fur 5 Minuten bei 1000 Upm bei RT und Bremse 2 zent-
rifugiert. Das Medium im Uberstand wurde mit der Pipette abgezogen und nun so viel
auf das Zellpellet gegeben, dass 1 Millionen Zellen in 1 ml gemischt waren. Da sich
insgesamt 12 bzw. 24 ml Medium in den Zellkulturflaschen befinden soll, wurde die ent-
sprechende Menge der Zellsuspension in die Flasche gegeben und mit DMEM/FCS auf-
gefallt.

2.3.1. Stimulation der BeWo Zellen fiir die Inmunzytochemie

Die Stimulation der BeWo-Zellen mit Prednisolon erfolgte zur Testung der Regulation
von H3K4me und H3K9ac mittels Immunzytologie.

Zunachst wurden die Zellen gesplittet und dann zwei 8-Well Flexiperms mit 30.000 Zel-
len pro Kammer in 500 pl DMEM mit 10% FCS bestuckt. Nun wurden sterile Objekttrager
in zwei Quadriperms a 1 Millionen Zellen in 5 ml DMEM mit 10% FCS angelegt und fir
zwei Stunden angezilchtet. Danach wurde das Medium gegen DMEM ohne FCS ausge-

tauscht und die Zellen fur weitere 24 Stunden wachsen gelassen.
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Am néachsten Tag wurde das Prednisolon in DMEM ohne FCS auf Konzentrationen von
0,1 uM und 0,01 pM verdinnt und jeweils in vier Kammern auf den beiden Objekttragern
gegeben. Fir die Kontrollen wurde die gleiche Vorverdiinnung mit physiologischer Koch-
salzlésung durchgefuhrt und in die restlichen acht Kammern hinzugeftgt. Die Aufteilung
der Kammern auf den Objekttragern zeigt Tabelle 11.

Die Objekttrager wurden flir 48 Stunden inkubiert und anschlieBend fiir 5 Minuten in PBS
gespult. Die Fixierung erfolgte fir 10 Minuten in eiskaltem 50% Methanol: 50% Ethanol.
Danach wurden die Objekttrager luftgetrocknet und fir die immunzytochemischen Far-

bungen weiterverwendet.

Tabelle 11: Aufteilung der Kammern auf den Objekttrdgern

Objekttrager 1 Objekttrager 2

Kontrolle 0.1uM |+ Prednisolon 0.1uM Kontrolle 0.01uM |+ Prednisolon 0.01uM

Kontrolle 0.1uM |+ Prednisolon 0.1uM Kontrolle 0.01uM |+ Prednisolon 0.01uM

Kontrolle 0.1uM |+ Prednisolon 0.1uM Kontrolle 0.01uM |+ Prednisolon 0.01uM

Kontrolle 0.1uM |+ Prednisolon 0.1uM Kontrolle 0.01uM |+ Prednisolon 0.01uM

2.3.2. Durchfiihrung der immunzytochemischen Farbungen

Die Objekttrager wurden zunachst fir 5 Minuten in PBS bei Raumtemperatur gewa-
schen. Die Detektion der Antikdrper-Antigenbindung erfolgte wie bei der Immunhistoche-
mie, mit dem ZytoChem Plus HRP Polymer System. Um eine unspezifische Anfarbung
zu verhindern, wurden die Objekttrager fir 5 Minuten mit Blocking Solution (Reagent 1)
behandelt. Danach wurde das Blockierungsserum abgeklopft und der Primé&rantikérper
aufgetragen. Die Objekttrager wurden nun fir 16 Stunden tber Nacht bei 4°C inkubiert.
Weitere Informationen zu den Antikdrpern und Verdinnungen sind in Tabelle 12 darge-
stellt.
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Tabelle 12: Details zu den Antikérpern und Verdiinnungen in der Immunzytochemie

Antikorper Isotyp Verdiinnung | Hersteller Detektion Substrat-
farbung
H3K4me Rabbit 1gG pol-(1:500 in PBS |Abcam ZytoChem Plus2-5 Minuten
yclonal HRP Polymer |AEC+ Substrat
System Chromogen
mouse/rabbit,
Zytomed
H3K9ac Rabbit 19G 1:200 in PBS |Abcam ZytoChem Plus2-5 Minuten
monoclonal HRP Polymer |AEC+ Substrat
System Chromogen
mouse/rabbit,
Zytomed

Am nachsten Tag wurden die Objekttrager zunachst fir 5 Minuten in PBS gewaschen
und dann fir 20 Minuten mit Post Block (Reagent 2) inkubiert. Es folgte die Weiterbe-
handlung mit HRP-Polymer (Reagent 3) fur 30 Minuten. Nach jedem Schritt wurden die
Objekttrager fur 5 Minuten in PBS gewaschen. Die Substratfarbung wurde fir 2-5 Minu-
ten mit AEC+ unter dem Mikroskop durchgefihrt, bis eine Anfarbung der Zellen sichtbar
wurde. Die Farbreaktion wurde in Aqua dest. gestoppt und die Gegenfarbung far 1,5
Minuten in saurem Hamalaun nach Mayer vollzogen. Die Objekttrager wurden im da-
rauffolgenden Schritt fir 4 Minuten in Leitungswasser geblaut und anschlieBend mit
Aquatex eingedeckt. Die Auswertung erfolgte, wie bei der Immunhistochemie, mit Hilfe
des IRS.

2.3.3. Stimulation der BeWo-Zellen mit Predinsolon fiir die PCR

Die Stimulation der BeWo-Zellen mit Prednisolon erfolgte zum Nachweis des GR NR3C1
mittels PCR.

Zunachst wurden die Zellen gesplittet und anschlieBend 3x2 Wells einer 24 Well-Platte
mit je 500.000 Zellen bestiickt. Nun wurden die Zellen fir 4 Stunden in 500 ml DMEM
mit 10% FCS angeziichtet. Danach wurde das Medium in DMEM ohne FCS ausge-
tauscht und die Zellen Gber Nacht inkubiert. Am n&chsten Tag wurde das Prednisolon in
DMEM ohne FCS auf eine Konzentration von 0,1 uM und 0,01 uM vorverdinnt. Fir die
Kontrollen erfolgte die gleiche Verdinnung mit physiologischer Kochsalzlésung statt
Prednisolon. Nun wurden die Zellen fiir 2 Stunden mit 0,1 uM und 0,01 uM Prednisolon
bzw. die Kontrollen mit physiologischer Kochsalzlésung stimuliert und anschlieBend vor
der Durchfiihrung der RNA-Isolation in PBS gewaschen.
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2.3.4. Durchfiihrung der RNA-Isolation

Die RNA-Isolation aus den Zellen erfolgte unter Einsatz des NucleoSpin®RNAII Kit. Im
ersten Schritt wurden die Zellen in einem 1,5 ml Reaktionsgefaf fiir 5 Minuten bei 1000
Upm zentrifugiert und der Uberstand mit einer Pipette abgezogen. Nun wurde die Zell-
lyse induziert, indem erst 350 pl RA1 und dann 3,5 pl B-Mercaptoethanol auf das Zell-
pellet pipettiert und gemischt wurde. Fur die Filtration des Lysats wurde der NucleoSpin-
Filter in einem Sammelgefal platziert und das Zelllysat darauf pipettiert. AnschlieBend
wurde das Lysat fir 1 Minute bei 11.000 g zentrifugiert. Nun wurde der Filter verworfen
und 350 pl 70% Ethanol zu dem Lysat hinzugefltigt und finfmal mit der Pipette durchge-
mischt. Fir die Durchfiihrung der RNA-Bindung wurde die NucleoSpin®RNAII Saule in
einem 1,5 ml Reaktionsgefal platziert und das Lysat nach dreimaligem Mischen mit der
Pipette auf die S&ule pipettiert. Wiederum wurde fiir 30 Sekunden bei 11.000 g zentrifu-
giert und anschlieBend der Filter in einem neuen Sammelgefal platziert. Darauf wurden
nun 350 ul MDB (Membran Desalting Buffer) pipettiert um den rDNAse Verdau durch
Entsalzen der Silica Membran effektiver zu gestalten und erneut fir 1 Minute bei 11000
g zentrifugiert. Der DNA-Verdau wurde schlussendlich induziert, indem fir jede Probe
10 pl rekonstituierte rDNAse mit 90ul Reaction Buffer fur rDNAse vorsichtig gemischt
und anschlieBend 95 pl dieses DNAse Mix direkt auf die Mitte der Silica Membran der
Séule geben und fir 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert wurde. Es folgte ein
Waschvorgang mit 200 ul RA2 Puffer, dann wurde fur 30 Sekunden bei 11.000 g zentri-
fugiert und anschlieBend wurde der Filter in einem neuen SammelgeféB platziert. In ei-
nem zweiten Waschvorgang wurden 600 pl RA3 Puffer auf die Saule gegeben, erneut
zentrifugiert und dann das Zentrifugat verworfen, jedoch diesmal das Sammelgefal bei-
behalten. Im dritten und letzten Waschvorgang wurden 250 ul RA3 Puffer auf die Nucle-
oSpin®RNA [l Saule gegeben und fir 2 Minuten bei 11.000 g zentrifugiert um die Memb-
ran komplett zu trocknen. AnschlieBend wurde die Saule in einem nucleasefreien 1,5 ml
Microzentrifugenrdéhrchen (aus dem Kit) platziert. Nun wurden 60 pl RNAse freies Was-
ser auf die Saule pipettiert und erneut fir bei 11.000 g zentrifugiert, um die Elution der
RNA zu erzielen. Die so gewonnene RNA wurde sofort bei -80°C eingefroren und so flr
6 Monate haltbar gemacht.
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2.3.5. Durchfiihrung der Reversen Transkription

Mit Hilfe des Enzyms Reverse Transkriptase kann aus RNA die dazu komplementére,
stabilere copyDNA (cDNA) hergestellt werden. In dieser Arbeit wurde daflir das High
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Deutschland) verwendet.
Im ersten Schritt wurden die Kitkomponenten aufgetaut, kurz anzentrifugiert und bis zu
ihrer Verwendung im Eisblock kihlgestellt. Nun wurde der Mastermix hergestellt, die
Komponenten sind in Tabelle 13 dargestellt.

Tabelle 13: Komponenten des Mastermix fiir die Reverse Transkription

Komponente Volumen in pl (je Probe)
10x RT Puffer 2,0

25x dNTP Mix (100mM) 0,8

Oligo-dT Primer 2,0

RNAse Inhibitor 1,0

Nuclease-freies Wasser 3,2

MultiScribe™ Reverse Transkriptase 1,0

= Gesamtvolumen pro Reaktion 10 pl

Pro Reaktion wurden 10 pl des RT-Mastermix und 10 pl der mRNA in ein 0,5 ml Reakti-
onsgefal pipettiert und kurz anzentrifugiert. Danach wurden die Proben in dem Eppen-
dorf Mastercycler® Gradient platziert und die Umschreibung gestartet. Fir diesen Vor-
gang wurden die Proben zunéchst fiir 10 Minuten bei 25°C, dann fir 2 Stunden bei 37°C
und abschlieBend fir 5 Sekunden bei 85°C inkubiert. Die Abkihlung fand fir 5 Minuten
bei 4°C statt, bevor die gewonnene cDNA bis zu ihrer Weiterverwendung bei -20°C ein-
gefroren wurde.

2.3.6. Durchfiihrung der quantitativen Real-Time PCR

Die quantitative Real-Time PCR (TagMan®-PCR) wurde zur Vervielféltigung der cDNA
in vitro und somit der quantitativen Bestimmung des GR NR3C1 durchgefiihrt. Die Quan-
tifizierung eines bestimmten Gens erfolgt bei dieser Methode durch Fluoreszenzmes-
sung in der Amplifikation. Im ersten Schritt wurden 19 pl des Mastermixes, bestehend
aus den in Tabelle 14 aufgezeigten Komponenten, in eine 96-Well Platte pipettiert.
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Tabelle 14: Komponenten des Mastermix fiir die Real-Time PCR

Komponente Volumen in pl (je Probe)

TagMan® Gene Expression Assay; 20x Konz. 1,0

TagMan® Fast Universal PCR Master Mix; 2x Konz. 10,0

Nucleasefreies Wasser 8,0

= Gesamtvolumen 19 ul

Nun wurden je 1 pl der cDNA bzw. nucleasefreies Wasser fiir die Negativkontrollen in
die einzelnen Wells hinzugefligt und alles durch Auf- und Abpipettieren gemischt. Da-
nach wurde die Platte mit einer speziellen Folie, dem Adhesive Cover (Applied Biosys-
tems) zur Vermeidung von Kontaminationen abgedeckt und in das Applied Biosystems
7500 Fast Real-Time PCR Geréat gelegt. Nun wurde das in Tabelle 15 dargestellte Tem-

peraturprotokoll durchlaufen.

Tabelle 15: Temperaturprotokoll Real-Time PCR

Enzym Aktivierung Real-Time PCR
Hold 40 Zyklen
Denaturierung | Annealing/
Elongation
Temperatur | 95°C 95°C 60°C
Zeit 20 Sekunden 3 Sekunden 30 Sekunden

Die 2-44¢t Methode wurde eingesetzt um die relative Quantifizierung der Genexpression
zu berechnen (Livak und Schmittgen 2001). Als endogene Kontrolle (sog. Haushalts-
Gen) wurde B-Actin verwendet um eine Normierung der RNA-Ausgangsmenge zu errei-
chen. Tabelle 16 gibt eine Ubersicht iiber die beiden verwendeten Primer.
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Tabelle 16: Primer

Primer

Hersteller

Bestellnummer

NR3CH1

Applied Biosystems

Hs00353740_m1

ACTB

Applied Biosystems

Hs99999903_m1

2.4. Methoden zur statistischen Auswertung

Das Softwarepaket SPSS / PC, Version 23 (SPSS, Deutschland) wurde zur Datener-
fassung, -verarbeitung und -analyse von statistischen Daten verwendet. Der nichtpara-
metrische Wilcoxons-Rangtest wurde zum Vergleich zweier abh&ngiger Gruppen
durchgefiihrt, wahrend der Mann-Whitney-U-Test zur Bewertung von zwei unabhangi-
gen Gruppen verwendet wurde. Ein p-Wert <0,05 wurde als statistisch signifikant ange-

sehen.
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3. Ergebnisse

3.1. Immunhistochemische Farbung

3.1.1. Expression von Glucocorticoidrezeptor a

Wir konnten die Expression des GR a sowohl in IUGR-Plazenten, als auch in den Kon-
trollplazenten nachweisen. Die positive Farbung zeigte sich im SCT kernsténdig und zy-
toplasmatisch. In den EVTs fand sich die Farbung membranstandig, kernstéandig und
zytoplasmatisch. Bei mannlichen IUGR-Plazenten und in beiden Kontrollgruppen wurde
die Kernfarbung der EVTs mit einem medianen IRS von 3 evaluiert. Demgegeniiber fand
sich bei weiblichen IUGR-Plazenten ein medianer IRS von 4 und somit ein statistisch
signifikanter Unterschied zu den geschlechtsspezifischen Kontrollen (p = 0,021). Weiter-
hin zeigten sich Unterschiede im Hinblick auf das Gestationsalter bei Entbindung, diese

erreichten jedoch keine statistische Signifikanz.
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Abbildung 4: GR o im EVT der Plazenta eines gesunden weiblichen Fetus
Medianer IRS 3, A: Skala 200 um, B: Skala 100 um
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Abbildung 5: GR o Expression im EVT der Plazenta eines weiblichen IUGR-Fetus
Medianer IRS 4, C: Skala 200 um, D: Skala 100 um
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Eine deutlich héhere Farbintensitat und damit GR a-Expression in EVTs von weiblichen
IUGR-Plazenten (Abb. 5) im Vergleich zu ihren geschlechtsspezifischen Kontrollen ist
sichtbar (Abb. 4). Die statistische Auswertung der Farbeergebnisse im SCT von IUGR-

und Kontrollplazenten erbrachte keine statistische Signifikanz.

Abbildung 6: Geschlechtsabhéngige GR a-Expression in Kernen des EVT als Boxplot
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Abbildung 7: Geschlechtsabhéingige GR a-Expression in Kernen des EVT in Korrela-
tion zum Gestationsalter bei Entbindung als Boxplot

Gesunde weibliche und mdnnliche Feten: Median 40 SSW, IRS 3
Weibliche IUGR-Feten: Median 37 SSW, IRS 4
Médinnlichen IUGR Feten: Median 32 SSW, IRS 3
Keine statistische Signifikanz
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3.1.2. Expression von Glucocorticoidrezeptor

Die Expression des GR B wurde ebenfalls sowohl in den SCTs, als auch in den EVTs
von IUGR- und Kontrollplazenten nachgewiesen. Die positive Farbung war auch hier
kernstandig und zytoplasmatisch sichtbar. In den SCTs wurde die zytoplasmatische Far-
bung bei weiblichen IUGR-Plazenten und deren geschlechtsspezifischen Kontrollen mit
einem medianen IRS von 3 bewertet. Bei mannlichen IUGR-Plazenten zeigte sich ein
deutlich héherer medianer IRS von 8, im Vergleich zu ihren geschlechtsspezifischen
Kontrollen (medianer IRS 4). Somit wurde neben der Differenz zwischen beiden Ge-
schlechtern auch eine statistisch signifikante Erhéhung der GR B-Expression im SCT

von mannlichen IUGR-Feten erwiesen (p = 0,003).
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Abbildung 8: Signifikante geschlechtsabhdngige GR B-Expression im SCT als Boxplot

Abbildung 9: GR 8-Expression im SCT der Plazenta eines gesunden mdénnlichen Fetus

Medianer IRS 4, A: Skala 100 um, B: Skala 50 um
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Abbildung 10: GR 8-Expression im SCT der Plazenta eines ménnlichen IUGR-Fetus
Medianer IRS 8, C: Skala 100 um, D: Skala 50 um

Eine deutlich héhere Farbintensitat und damit GR B-Expression in SCTs von méannlichen
IUGR-Plazenten (Abb. 10) im Vergleich zu ihren geschlechtsspezifischen Kontrollen
(Abb. 9) ist sichtbar.

In den Kernen der EVTs wurde bei mannlichen und weiblichen Kontrollen sowie weibli-
chen IUGR-Plazenten ein medianer IRS von 3 evaluiert. Im Gegensatz dazu fand sich
bei mannlichen IUGR-Plazenten ein héherer IRS von 4. Die statistische Auswertung lie-
ferte ein signifikantes Ergebnis (p = 0,007), dass die GR B-Expression in mannlichen
IUGR-Plazenten im Vergleich zu den mannlichen Kontrollen starker ausgepragt ist. In
Abbildung 12 und 13 wurde bei F und H mit Hilfe der PreciPoint Software die zytoplas-
matische Farbung geléscht, damit die Intensitat der Kernfarbung deutlicher wird.

* 0=0.007
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Abbildung 11: Geschlechtsabhdngige GR 8-Expression im EVT als Boxplot
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Abbildung 12: GR 8-Expression im EVT der Plazenta eines gesunden ménnlichen Fetus

Medianer IRS 3, F: Skala 100 um, G: Skala 100 um
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Abbildung 13: GR 8- Expression im EVT der Plazenta eines ménnlichen IUGR-Fetus
Medianer IRS 4, H: Skala 100 um, I: Skala 100 um

Eine deutlich héhere Farbintensitat und damit GR 3-Expression in EVTs von mannlichen
IUGR-Plazenten (Abb. 13) im Vergleich zu ihren geschlechtsspezifischen Kontrollen
(Abb. 12) ist sichtbar.
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3.1.3. Expression von H3K4me

Die Expression von H3K4me konnten wir sowohl in SCTs, als auch in EVTs nachweisen.
Im SCT zeigte sich eine moderate Kernférbung bei weiblichen und ménnlichen Kontrol-
len (medianer IRS 8 vs. 7). Im Gegensatz dazu war die H3K4me-Expression bei beiden
Geschlechtern mit IUGR-Diagnose herunterreguliert (medianer IRS 3 vs. 5). Die statisti-
sche Auswertung ergab, dass in SCTs von weiblichen IUGR-Plazenten signifikant weni-
ger H3K4me exprimiert wird, als in gesunden weiblichen SCTs (p = 0,004). Trotz eines
moderaten Farbeergebnisses (medianer IRS IUGR 6 vs. Kontrolle 7), konnte in EVTs
kein statistisch signifikanter Unterschied im Hinblick auf die H3K4me-Expression und

das Geschlecht erwiesen werden.
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Abbildung 14: Geschlechtsabhidngige H3K4me-Expression in SCTs als Boxplot
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Abbildung 15: H3K4me-Expression im SCT der Plazenta eines gesunden weiblichen Fetus

Medianer IRS 8, A: Skala 200 um, B: Skala 100 um

Abbildung 16: H3K4me-Expression im SCT der Plazenta eines weiblichen IUGR-Fetus
Medianer IRS 3, C: Skala 200 um, D: Skala 100 um

Eine deutlich geringere Farbintensitat und damit H3K4me-Expression in SCTs von weib-
lichen IUGR-Plazenten (Abb. 16) im Vergleich zu ihren geschlechtsspezifischen Kontrol-

len (Abb. 15) ist sichtbar.
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3.1.4. Expression von H3K9ac

Die Expression von H3K9ac wurde ebenfalls in SCTs und EVTs nachgewiesen. In EVTs
zeigte sich eine positive, kernstandige Farbung sowohl in Plazenten von IUGR-Feten,
als auch von gesunden Feten. Bei weiblichen Feten mit IUGR-Diagnose wurde ein me-
dianer IRS von 4 und bei deren geschlechtsspezifischen Kontrollen von 3 ermittelt. Im
Gegensatz dazu war die H3K9ac-Expression bei gesunden méannlichen Feten mit einem
medianen IRS von 8 statistisch signifikant erhéht (p = 0,007), im Vergleich zu Plazenten
von mannlichen IUGR-Feten (medianer IRS 3). Im SCT wurde trotz eines moderaten
IRS in IUGR- und Kontrollplazenten kein statistisch signifikantes Ergebnis im Hinblick
auf die H3K9ac-Expression und die Geschlechterverteilung nachgewiesen.

* p=0.007
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Abbildung 17: Geschlechtsabhdngige H3K9ac-Expression in EVTs als

Boxplot
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Abbildung 18: H3K9ac-Expression im EVT der Plazenta eines gesunden mdnnlichen Fetus

Medianer IRS 8, F: Skala 200 um, G: Skala 100 um
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Abbildung 19: H3K9ac-Expression im EVT der Plazenta eines ménnlichen IUGR-Fetus
Medianer IRS 3, H: Skala 200 um, I: Skala 100 um

Eine deutlich geringere Farbintensitat und damit H3K9ac-Expression in EVTs von mann-

lichen IUGR-Plazenten (Abb. 19) im Vergleich zu ihren geschlechtsspezifischen Kontrol-

len (Abb. 18) ist sichtbar.
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3.2. Immunfluoreszenz-Doppelfarbung
3.2.1. Doppelexpression von GR a und CK 7

GRalpha CK7 + DAPI

GRalpha + CK7 GRalpha + CK7 + DAPI

Abbildung 20: Gemeinsame Expression von GR a und CK 7 in EVTs

GR o fluoresziert rot, CK 7 fluoresziert griin, DAPI fluoresziert blau. Skala 50 um.

Um den Phanotyp von GR a-exprimierenden Zellen in der Dezidua zu identifizieren,
wurde die Immunfluoreszenz-Doppelfarbung mit CK 7 als speziellem EVT-Marker durch-
geflhrt. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe von verschiedenen Anregungsfiltern unter dem
Fluoreszenzmikroskop. So konnte nachgewiesen werden, dass GR a im gleichen Zelltyp
wie CK 7, also in EVTs exprimiert wird. Die DAPI-Kernfarbung erméglichte zudem die
Lokalisation von GR a in den Nuclei der EVTs.
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3.2.2. Doppelexpression von GR  und CK 7

GRbeta CK7 + DAPI

GRbeta + CK7 GRbeta + CK7 + DAPI

/ Decidual stroma

Abbildung 21: Gemeinsame Expression von GR 8 und CK 7 in EVTs
GR 8 fluoresziert rot, CK 7 fluoresziert griin, DAPI fluoresziert blau. Skala 50 um.

Auch fur GR 8 konnte mit Hilfe der Immunfluoreszenz-Doppelfarbung mit CK 7 in der
Fluoreszenzmikroskopie gezeigt werden, dass es sich bei dem exprimierenden Zelltyp
um EVTs handelt. Die Lokalisation von GR B in den Nuclei von EVTs gelang ebenfalls
durch die DAPI-Kernfarbung.

Weiterhin wurden auch einigen dezidualen Stromazellen als GR B-exprimierende Zellen
detektiert (siehe Pfeilmarkierung in Abbildung 21).
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3.2.3. Doppelexpression von H3K9ac und CK 7
H3K9ac + DAPI CK7 + DAPI

¥ /

H3KSac + CK7 H3K9ac + CK7 + DAPI
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Abbildung 22: Gemeinsame Expression von H3K9ac und CK 7 in EVTs
H3K9ac fluoresziert rot, CK 7 fluoresziert griin, DAPI fluoresziert blau. Skala 50 um

Dasselbe Expressionsmuster der beiden GRs zeigte sich auch bei der Untersuchung
des H3K9ac. Es wurde ebenfalls die Ko-Expression von H3K9ac und CK 7 in EVTs be-
statigt. Zusatzlich wurde beobachtet, dass ein kleiner Anteil an dezidualen Stromazellen
H3K9ac exprimiert (siehe Pfeilmarkierung in Abbildung 22).
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3.3. Ergebnisse in der Inmunzytochemie

3.3.1. Expression von H3K4me in BeWo-Zellen nach Stimulation mit Pred-
hisolon

Die Stimulation von BeWo-Zellen mit Prednisolon in vitro zeigte bei der Auswertung eine
konzentrationsabhéngige Expression von modifizierten Histonproteinen der Klasse 3.
Nach Kultivierung mit 0,1 uM Prednisolon und Inkubation mit dem H3K4me-Antikdrper
fand sich eine schwach-positive Farbung, welche mit einem medianen IRS von 4 bewer-
tet wurde. Demgegeniber resultierte eine hbhere Immunreaktivitat nach Kultivierung mit
0,01 uM Prednisolon (medianer IRS 5). Nicht-stimulierte Kontrollzellen wiesen eine sig-
nifikant héhere H3K4me-Expression auf (p =0,042; medianer IRS 6) als mit 0,1 yM Pred-
nisolon stimulierte Zellen.

12007 * p=0.042
10,00

8,004

6,007

Histon H3 tri methyl K4

4,004

2,007 —
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Abbildung 23: Signifikant niedrigere H3K4me-Expression nach Stimulation mit 0,1 uM Prednisolon
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Abbildung 24: Firbeergebnis der H3K4me-Expression in BeWo-Zellen nach Stimulation

mit Prednisolon

Abbildung 25: Isotypenkontrolle der H3K4me-Expression in BeWo-Zellen nach Stimula-

tion mit Prednisolon
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3.3.2. Expression von H3K9ac in BeWo-Zellen nach Stimulation mit Pred-
nisolon

Ahnliche Beobachtungen wie bei H3K4me konnten nach Inkubation mit dem H3K9ac-
Antikérper gemacht werden. Bei beiden Prednisolon-Konzentrationen (0,1 uM und 0,01
uM), mit welchen die Zellen stimuliert wurden, fand sich ein medianer IRS von 4. Im
Verhaltnis dazu exprimierten nicht-stimulierte Kontrollzellen signifikant mehr H3K9ac (p
= 0,023; medianer IRS 5) als nach Stimulation mit 0,1 yM Prednisolon. Diese Ergebnisse
legen die Vermutung nahe, dass die Expression H3K4me und H3K9ac bei héheren Pred-
nisolon- bzw. GC in Trophoblastzellen vermindert ist.

8,00
* p=0.023 ‘ "
6,00

4 00 —_—
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Histon H3 acetyl K9
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Abbildung 26: Signifikant niedrigere H3K9ac-Expression nach Stimulation mit 0,1 uM

Prednisolon
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Abbildung 27: Firbeergebnis der H3K9ac-Expression in BeWo-Zellen nach Stimulation

mit Prednisolon

Abbildung 28: Isotypenkontrolle der H3K9ac- Expression in BeWo-Zellen nach Stimula-

tion mit Prednisolon
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3.4. Quantitative Real-Time Polymerase-Kettenreaktion

* p=0.012

o control ® prednisolone

NR3C1 x-time expression
"

Abbildung 29: Regulation von NR3C1 nach Stimulation mit Prednisolut

Die Regulation von NR3C1 (dem GR-Gen) wurde auch in einem BeWo-Zell-Kultursys-
tem getestet. Hohe Konzentrationen von Prednisolon (0,1 uM) fihren nach 2-stiindiger
Stimulation zu einer signifikanten Hochregulierung von NR3C1 (p=0,012).
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4. Diskussion

4.1 Zusammenhang zwischen IUGR und GCs

In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass die Expression der beiden GR-Isoformen
a und B in IUGR-Plazenten im Vergleich zu gesunden Kontrollen, abhangig vom fetalen
Geschlecht, hochreguliert ist.

Frihere Studien konnten bereits zeigen, dass die IUGR mit erhdhten GC-Konzentratio-
nen im fetalen Plasma assoziiert ist (Economides et al. 1988).

AuBerdem wurde bei IUGR-Feten eine erhéhte CRH-Konzentration im Nabelschnurblut
nachgewiesen (Goland et al. 1993). Zusatzlich ist das CBG, welches die Konzentration
an frei zirkulierendem Cortisol reguliert, im muitterlichen Serum von IUGR-Feten deutlich
verringert (Ho et al. 2007).

Die IUGR wird Uber viele verschiedene Mechanismen durch die Anwesenheit von GCs
beeinflusst. Beispielsweise ist die plazentare Aktivitat der 11p-HSD2, welche Cortisol zu
Cortison inaktiviert, bei der IUGR verringert (Shams et al. 1998; Stewart et al. 1995).
Dies legt nahe, dass die 113-HSD eine wichtige Funktion bei der Regulation des fetalen
Wachstums spielt. Neuere Studien konnten diese Vermutung auf molekularer Ebene be-
statigen. Es zeigte sich, dass die 113-HSD2 mRNA-Level in IUGR-Plazenten, im Ver-
gleich zu gesunden Plazenten signifikant vermindert sind (McTernan et al. 2001; Dy et
al. 2008). Dies ist eine Erklarung fur erhdhte Cortisolspiegel bei wachstumsrestringierten
Feten.

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass eine Plazentainsuffizienz und der daraus
folgende GC-Exzess zu einer Hochregulierung der fetalen hepatischen GR-mRNA im
Rattenmodell fuhrt (Nyirenda et al. 1998; Baserga et al. 2005). Diese Reaktion zeigt,
dass der physiologische adulte negative Feedback-Mechanismus, bei welchem erhéhte
GC-Spiegel zu eine Herunterregulierung der GR-mRNA flihren, aufgehoben ist (Kalinyak
et al. 1989).

Da bei einer IUGR ein erhéhtes Risiko fir Frihgeburtlichkeit besteht, kénnte man an-
nehmen, dass die intramuskuléare Applikation von Glucocorticoiden zur Lungenreifein-
duktion fur die fetalen und plazentaren Veranderungen verantwortlich ist.

Die bereits hdheren Cortisolkonzentrationen im Plasma von IUGR-Feten haben mdglich-
erweise ohnehin schon einen positiven Effekt auf die Lungenreife und Surfactantproduk-
tion, so dass die Exposition gegenuber héheren Dosen evtl. keine oder sogar nachteilige
Auswirkungen hat (Orgeig und Morrison 2010). Daten aus groBangelegten Studien lie-
fern widersprichliche Antworten auf diese Frage (Bernstein et al. 2000; Elimian 1999).
Es konnte jedoch gezeigt werden, dass die antenatale Steroidapplikation zu einer Re-
duktion der plazentaren 113-HSD2 Expression fuhrt (Kerzner et al. 2002). Synthetische
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Steroide wie Dexamethason oder Betamethason dienen nicht als Substrat fir die pla-
zentare 113-HSD2 und kénnen somit frei die Plazenta passieren und auf den Fetus ein-
wirken (Morrison et al. 2012). Betamethason und Dexamethason haben vergleichbare
Potenzen, welche 25-mal héher sind als Cortisol und weisen &hnlich hohe Affinitaten far
den GR auf (Lipworth 2000).

Es konnte allerdings nachgewiesen werden, dass die GR-lsoformen nicht durch die
Gabe von beispielsweise Betamethason beeinflusst werden (Saif et al. 2015).
Hingegen wurde bei einer wiederholten Gabe antenataler Steroide zur Lungenreifein-
duktion eine dosisabhangige Wachstumsabnahme, insbesondere bei weiblichen Feten,
beobachtet, ohne das neonatale Outcome zu verbessern (Braun et al. 2015; Braun et al.
2016).

Eine weitere Situation, in welcher durch externe Einfliisse bedingt eine erhdhte fetale
GC-Exposition besteht, ist die Asthmatherapie mit inhalativen Corticosteroiden in der
Schwangerschaft. Eine Studie zeigte, dass ein Zusammenhang zwischen einem niedri-
gen Geburtsgewicht und einer verminderten 113-HSD2-Aktivitat der Plazenta sowie er-
héhten fetalen Cortisolkonzentrationen bei Schwangerschaften mit matterlichem Asthma
besteht (Murphy et al. 2002). Dies wurde jedoch bei Schwangeren mit unbehandeltem
Asthma beobachtet, was zu der Annahme flihrt, dass die 11p-HSD2-Aktivitat durch eine
Inflammationsreaktion gehemmt wird (Murphy et al. 2002).

Weiterhin ist unbehandeltes mdtterliches Asthma mit hohen fetalen Cortisolkonzentrati-
onen und einer erhdhten GR-Genaktivitat und Exon 1A3-mRNA-Expression sowohl in
mannlichen als auch in weiblichen Plazenten verbunden (Hodyl et al. 2010).
Zusammenfassend sprechen diese Daten daflr, dass eine Therapie mit inhalativen Cor-
ticosteroiden die mutterlichen Cortisolspiegel herunterreguliert und die GR-Transkription
verringert, was zu einer niedrigeren Cortisol-Exposition der Plazenta fuhrt (Hodyl et al.
2010).

Darliber hinaus werden Feten durch stressige Ereignisse wahrend der Schwanger-
schaft, wie beispielsweise Naturkatastrophen oder Hungersnéte, héheren GC-Spiegeln
aus der maternalen Zirkulation ausgesetzt, da die plazentare GC-Barriere die erhdhten
GC-Spiegel nicht mehr bewéltigen kann (Dickinson et al. 2012).

Zusatzlich kann maternaler Stress wahrend der Schwangerschaft zu einer Herunterre-
gulierung der B-HSD2 und somit zu einem niedrigeren Geburtsgewicht fihren (Jensen
Pefa et al. 2012; Hobel et al. 2008).
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4.2 Geschlechtsabhangige Unterschiede

Bereits im 18. Jahrhundert beschrieb Joseph Clarke eine héhere neonatale Mortalitat
bei mannlichen Neugeborenen im Vergleich zu weiblichen. Au3erdem konnte beobach-
tet werden, dass mannliche Neugeborene, im Gegensatz zu weiblichen, gréBer und
weibliche eher wachstumsrestringiert sind (Clarke 1788).

So sind Schwangerschaften mit m&nnlichen Embryonen bzw. Feten h&ufiger von spon-
tanen Aborten betroffen (Byrne und Warburton 1987).

Neuere Studien bestatigen, dass das mannliche Geschlecht ein unabhéngiger Risiko-
faktor fiir ein schlechtes perinatales Outcome, auch bei IUGR-Feten, ist (Di Renzo et al.
2007; Stevenson et al. 2000). Dies hangt mit einer unterschiedlichen Wachstumsstrate-
gie mannlicher Feten gegeniber weiblichen zusammen (Eriksson et al. 2010).
Wahrend mannliche Feten auch in einer suboptimalen intrauterinen Umgebung normal
weiter wachsen, passen sich weibliche Feten daran an, indem sie ihr Wachstum redu-
zieren (Clifton 2010). Obwohl mé&nnliche Neugeborene im Durchschnitt ein héheres Ge-
burtsgewicht aufweisen, geht dies nicht mit einem Vorteil bezuglich der Organreifung,
insbesondere des Atmungssystems und des zentralen Nervensystems, einher, sondern
beides entwickelt sich sogar langsamer (DiPietro und Voegtline 2017). Das hormonelle
Milieu wahrend des ersten Trimenons, wie beispielsweise die Wirkung von Androgenen
auf entsprechende Rezeptoren in Trophoblastzellen, scheint beim geschlechtsspezifi-
schen Outcome eine Rolle zu spielen (Kroener et al. 2016; Horie et al. 1992).

Bei mitterlichem Asthma wahrend der Schwangerschaft waren diese Unterschiede mit
einer erhéhten Konzentration an frei zirkulierendem Cortisol, einem verminderten pla-
zentaren Cortisol-Stoffwechsel durch die 113-HSD2 und einer Unterfunktion der fetalen
Nebennieren bei weiblichen Feten assoziiert (Murphy et al. 2003). Weiterhin konnte ge-
zeigt werden, dass durch die Betamethason-Applikation zu Lungenreifeinduktion die pla-
zentare 11p-HSD2-Aktivitat bei weiblichen Neugeborenen, im Vergleich zu ménnlichen,
erhoht ist und héhere Cortisol-Spiegel im Nabelschnurblut und Urin nachgewiesen wer-
den kdnnen (Stark et al. 2009). Eine neuere Studie kam jedoch zu dem Ergebnis, dass
die 113-HSD2-Proteinlevel und Enzymaktivitat nach einmaliger Betamethasonexposition
bei reifgeborenen weiblichen Feten, im Gegensatz zu mannlichen, herunterreguliert ist
(Braun et al. 2018). Ahnliche Beobachtungen konnten bei maternalem Stress in der
Schwangerschaft gemacht werden, wobei die mRNA-Level fir 113-HSD2 und GR a nur
bei weiblichen Feten und nicht bei méannlichen verringert waren (Mina et al. 2015;
Wieczorek et al. 2019).

In unserer Studie ist die Expression von GRa im Falle einer IUGR bei weiblichen Pla-
zenten im EVT im Vergleich zu gesunden Kontrollen stark hochreguliert.
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Dieses Ergebnis stimmt mit friheren Erkenntnissen tberein, bei welchen durch die Mes-
sung von Cortisol-Konzentrationen in Nabelschnurblut eine Hypersensitivitat von weibli-
chen Feten gegenuber GCs beobachtet werden konnte (Saif et al. 2014). Auch am Maus-
modell wurde nachgewiesen, dass weibliche Plazenten nach Applikation von Dexame-
thason signifikant mehr GRa exprimieren als mannliche (Cuffe et al. 2017). Weiterhin
zeigen unsere Ergebnisse, dass in mannlichen IUGR-Plazenten der GRB sowohlim EVT
als auch im SCT signifikant Gberexprimiert ist. Das Vorkommen von GR in Plazentage-
webe wird in der Literatur aufgrund seiner schwachen Auspragung kontrovers diskutiert
(Saif et al. 2014), was sich auch im plazentaren Gewebe unserer Kontrollgruppe wider-
spiegelt. Wie bereits in der Einleitung erwahnt, bindet GRB kein Cortisol, sondern fun-
giert als Antagonist von GRa (Oakley et al. 1996). Dies entspricht friiheren Erkenntnis-
sen, dass mannliche Feten, im Vergleich zu weiblichen, im Falle eines Uberangebots an
GCs mit einer GC-Resistenz reagieren (Hodyl et al. 2011).

Ein hohes Aufkommen des GRp resultiert in einer GC-Resistenz, wahrend ein niedriges
Aufkommen in verschiedenen Geweben mit einer gesteigerten GC-Sensitivitat einher-
geht (Hamilos et al. 2001; Barnes 2004).

Studien haben geschlechtsspezifische Unterschiede bei der Genexpression in Plazen-
ten mannlicher und weiblicher Neugeborener identifiziert, die mit dem Geburtsgewicht
korrelieren (Sood et al. 2006).

In der menschlichen Plazenta wurden GR-mRNA und Transkriptionsvarianten unter-
sucht, wobei GRa-, Beta-, P- und Gamma-mRNA- und Promotorregionen 1A1, 1A2, 1A3,
1B und 1C nachweisbar waren (Johnson et al. 2008). GR a wies die héchste Expressi-
onsrate auf und der Promotor 1A3 war in mannlichen Plazenten stéarker exprimiert als in
weiblichen, was bei steigenden Cortisolkonzentrationen von Bedeutung sein kann
(Johnson et al. 2008). Weitere Daten deuten darauf hin, dass die GRa-mRNA in Anwe-
senheit von Cortisol in weiblichen, nicht jedoch in mannlichen Plazenten reduziert ist
(Clifton und Murphy 2004).

AuBerdem konnte in Tiermodellen beobachtet werden, dass die Regulation des GR im
Gehirn und in der Lunge geschlechtsabhéangig ist (Owen und Matthews 2003; Kovar et
al. 2001).

Vor allem wachstumsrestringierte mannliche Nachkommen haben ein erhéhtes Risiko
fir die Entwicklung von Adipositas, wobei der Insulin-like Growth Factor 1 (IGF1) eine
entscheidende Rolle spielt (Akanji und Smith 2012).

Eine Studie konnte am Mausmodell zeigen, dass dieser Zusammenhang durch eine Stei-
gerung von H3K4ac an Exon 5 und eine Verringerung von H3K4me3 vermittelt wird
(Fung et al. 2015). Das Vorliegen einer IUGR modifiziert den Histoncode am hepatischen
IGF-1-Gen der Ratte ebenso geschlechtsspezifisch (Fu et al. 2009).
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Modifikationen von H3 zeigen im sich entwickelnden Maushirn geschlechtsabhangige
Unterschiede, wobei der Geschlechtsunterschied bei der Acetylierung sowohl friiher be-
ginnt und auch friher endet, als bei der Methylierung (Tsai et al. 2009). Durch die préa-
natale Behandlung mit Testosteron blieben die geschlechtsabhangigen Unterschiede bei
H3K9me bestehen, wahrend die H3K9ac-Spiegel von weiblichen neugeborenen Mausen
auf die der mannlichen anstiegen (Tsai et al. 2009). AuBerdem wird angenommen, dass
Sexualhormone die epigenetische Regulation von Genen beeinflussen und dadurch eine
geschlechtsabhangige Anfalligkeit fir komplexe Krankheiten verursachen (Kaminsky et
al. 2006).

So werden beispielsweise histonmodifizierende Enzyme geschlechtsabhéngig in der
Plazenta exprimiert. Die Expression von KDM5c, welche in Zusammenhang mit dem X-
Chromosom Gen steht, ist in der weiblichen Plazenta héher, wahrend die Expression der
Y-Chromosom verkniipften Gene KDM5d und Uty in der mannlichen Plazenta héher ist
(Singh et al. 2019).

Diese Erkenntnisse beflirworten die Hypothese, dass die fetale und plazentare Reaktion
auf GCs geschlechtsabhangig ist und lber die GR-Expression und Funktion reguliert
wird. Weiterhin liefern sie eine Erklarung, warum das weibliche Geschlecht mit einer
niedrigeren perinatalen Morbiditat und Mortalitat assoziiert ist.

Dies unterstreicht die Notwendigkeit in der wissenschaftlichen Arbeit auch die ge-
schlechtsabhéangigen Unterschiede bei der Auswertung der Ergebnisse in Zukunft star-
ker zu berlcksichtigen. Einen Beitrag leistet die sich zunehmend auf dem Vormarsch
befindende Gendermedizin.

4.3 Die Rolle von Histonmodifikationen bei Schwangerschafts-
komplikationen

In unserer Studie zeigte sich, dass die Methylierung von H3K4 in Plazenten von IUGR-
Schwangerschaften, im Vergleich zu gesunden Kontrollen herunterreguliert ist. Dieses
Ergebnis erreichte im SCT von weiblichen Feten statistische Signifikanz. Weiterhin ka-
men wir zu dem Ergebnis, dass die Acetylierung von H3K9 in Plazenten von mannlichen
Feten mit IUGR im Vergleich zu gesunden Kontrollen im EVT herunterreguliert ist.

Eine mangelnde Trophoblasteninvasion flhrt zu einem gestérten Remodeling der Spi-
ralarterien und somit zu IUGR und Praeklampsie (Kaufmann et al. 2003).

Bei der Differenzierung des SCT konnte eine Herunterregulierung proinflammatorischer
Transkriptionsfaktoren beobachtet werden, was mit einer verminderten Promotoranrei-
cherung von endogenem H3K27ac, H3K9ac und einer verstarkten Bindung von H3K9me
und HDAC1 verbunden war; diese Erkenntnisse kénnten einen therapeutischen Ansatz
bei der Behandlung von Erkrankungen wie IUGR und Préeklampsie darstellen (Kwak et
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al. 2019). So ist beispielsweise in den USA (United States of America) der HDAC-Hem-
mer Vorinostat bereits zur Therapie des fortgeschrittenen kutanen T-Zell-Lymphoms zu-
gelassen (Mann et al. 2007).

Einige Studien konnten zeigen, dass eine Plazentainsuffizienz, die als haufigste Ursache
einer IUGR gilt, zu epigenetischen Veranderungen bei den Nachkommen fiihrt. Die Pla-
zentainsuffizienz wurde durch Ligation der Aa. uterinae herbeigefuhrt und postpartal in
der Leber von wachstumsrestringiertem Rattennachwuchs eine DNA-Hypomethylierung,
welche gleichzeitig mit einem Anstieg der H3-Acetylierung verbunden war, beobachtet
(MacLennan et al. 2004).

Im selben Modell wurde bei neugeborenen IUGR-Ratten postpartal eine signifikant er-
héhte Acetylierung von H3K9, H3K14 und H3K18 nachgewiesen, was mit einer verrin-
gerten HDAC-AKktivitat einherging; am 21. Lebenstag war die H3-Hyperacetylierung nur
noch bei mannlichen IUGR-Nachkommen nachweisbar (Fu et al. 2004). Im Vergleich
zu unseren Ergebnissen scheint dies widersprichlich zu sein, jedoch kénnen die Unter-
schiede auf das untersuchte Gewebe zuriickgefiihrt werden. So konnte eine weitere Stu-
die an der Trophoplast-Zellinie Bewo zeigen, dass in insuffizienten Plazenten signifikant
erniedrigte H3-Acetylierungslevel bei K9, K14, K18, K27 und K56 auftreten (Eddy et al.
2019).

Das QPCT-Gen ist am plazentaren Nahrstofftransport beteiligt und es wurde herausge-
funden, dass die Modifikation von H3K4me mit einer gesteigerten maternalen Expres-
sion von QPCT einhergeht, was eine Rolle bei der IUGR spielen kénnte (Guo et al.
2015).

Als wichtige Voraussetzung flr eine physiologische Plazentation und somit ausrei-
chende Nahrstoffversorgung fir den Fetus, ist die mangelnde Syncytialisierung an der
Pathophysiologie der IUGR beteiligt (Hutter et al. 2016).

H3K4me und H3K9ac spielen bei der erfolgreichen Syncytialisierung eine wichtige Rolle
und sind daher hochreguliert, oder zumindest wesentlich an diesem Prozess beteiligt,
wie in BeWo-Zellen nachgewiesen werden konnte (Shankar et al. 2015).

Eine Studie konnte zeigen, dass die Trophoblastenfusion bei der Plazentaentwicklung
von der Regulation der Aktivitat des humanen Transkriptionsfaktor GCM (Glial Cell Mis-
sing) a durch HATs und HDACs abhéngig ist (Chuang et al. 2006). Weiterhin wurden
genomweite Veranderungen bei der Acetylierung von H3K27 in Regionen, die fir die
Entwicklung und Funktion der Plazenta verantwortlich sind, bei IUGR-Plazenten identifi-
ziert (Paauw et al. 2018).

Das humane PSG (Pregnancy Specific Glycoprotein) wird in der Plazenta synthetisiert
und ist bei Schwangerschaftskomplikationen wie der IUGR vermindert (Grudzinskas et
al. 1983; Gardner et al. 1997). Die Hemmung der HDAC induziert die Transkription und
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Proteinsynthese von PSG, was mit einem héheren Gehalt an acetyliertem Histon H3 an
der Regulatorregion von PSG korreliert (Camolotto et al. 2013).

Das Plazentare Wachstumshormon spielt bei Schwangerschaftskomplikationen wie Pra-
eklampsie und IUGR eine Rolle (Mittal et al. 2007).

Die Aktivierung der Transkription von plazentaspezifischen Wachstumshormon-Genen
wird durch HAT- und HMT-Coaktivatorkomplexe reguliert (Kimura et al. 2004). Die Inva-
sion der Plazenta weist Gemeinsamkeiten mit dem Wachstum von Krebszellen auf und
bei beiden Prozessen sind Metalloproteinasen relevant (Soundararajan und Rao 2004).
Eine Studie konnte die Assoziation von H3K9/27me3 mit der Expression dieser Me-
talloproteinasen bei Trophoblastinvasionsstérungen wie Praeklampsie und gestations-
bedingten Trophoblasttumoren zeigen (Rahat et al. 2016).

Das Tumorsuppressorgen Maspin (Mammary Serine Protease Inhibitor) spielt bei der
Implantation, Trophoblasteninvasion und friihen Plazentaentwicklung eine Rolle (Dokras
et al. 2002). In einer weiteren Studie wurde belegt, dass eine erhéhte Maspin-Expression
durch den Wechsel von der Methylierung zur Acetylierung von H3 bei K9, die Steigerung
der Methylierung von H3 bei K4 und die Abnahme der Methylierung von H3 bei K27
erreicht wird (Dokras et al. 2006). Andere Untersuchungen zeigten, dass in Trophoblast-
zellen, im Gegensatz zu den meisten anderen Zellen, MHC-II-Molekile nicht durch In-
terferon-gamma induziert werden (Maccani und Marsit 2009; Zuckermann und Head
1986). In diesem Zusammenhang wurde auch die Acetylierung von H3- und H4 unter-
sucht und eine weitere mdgliche Erklarung fir das Phdnomen der fetomaternalen Tole-
ranz gefunden (Morris et al. 2002).

Die Erforschung der Auswirkungen von Histonmodifikationen auf die Genexpression der
Plazenta, ermdglicht ein besseres Verstandnis flr epigenetischen Regulationsmecha-
nismen wie feto-maternale Toleranz, plazentare Differenzierung und Wachstum
(Maccani und Marsit 2009).

4.4 Zusammenhang zwischen GR-Expression und Histonmodifi-
kationen

Die immunhistochemischen Untersuchungen in unserer Studie zeigten die Herunterre-
gulierung von H3K4me im SCT von weiblichen IUGR-Plazenten und fir H3K9ac in
mannlichen EVT bei IUGR. Diese Ergebnisse gehen mit der Hochregulierung von ent-
weder GR a oder GR B einher.

Eine andere Studie konnte an der menschlichen Chorioncarcinom-Zelllinie JEG3 zeigen,
dass die Hemmung von HDACs der Klassen | oder Il mit einem Anstieg der 113-HSD2-
Proteinexpression einhergeht und die durch Cortisol-Administration verursachte Ab-
nahme 11B-HSD2-Expression verhindert (Togher et al. 2017).
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P300 besitzt intrinsische HAT-Aktivitdt und interagiert mit Transkriptionsfaktoren wie
dem Spezifischen Protein 1 (Sp1) (Sun et al. 2006). Diese Wechselwirkung spielt eine
entscheidende Rolle bei der Histonacetylierung im Zusammenhang mit der 11B3-HSD2-
Expression in SCTs, was Auswirkungen auf die Bildung der plazentaren GC-Barriere bei
normalen Schwangerschaften und bei pathologischen Zustanden wie IUGR haben kann
(Li et al. 2013). GCs induzieren einen Transkriptionskomplex aus RelB/p52, CBP und
HDACH1, der Uber die Acetylierung von H3K9 die CRH-Expression in reifen Plazenten
beeinflusst (Di Stefano et al. 2015). H3K9ac reguliert eine Vielzahl von wehenférdernden
Genen, daher kénnte dieser Mechanismus ein interessantes therapeutisches Ziel bei der
Hemmung vorzeitiger Wehentatigkeit darstellen (Wang et al. 2019).

Nikotinabusus wahrend der Schwangerschaft gilt als Risikofaktor fur die Entwicklung ei-
ner IUGR. Untersuchungen ergaben, dass ein zugrunde liegender Mechanismus die Er-
héhung des Corticosteron-Spiegels sein kénnte, was mit einer verminderten Acetylie-
rung und einer erhéhten Dimethylierung von H3K9 des 11B-HSD2-Promotors und somit
geringeren Expression von 113-HSD2 einhergeht (Zhou et al. 2018). Ein weiterer Risi-
kofaktor fur die Entwicklung einer IUGR ist Alkoholabusus in der Schwangerschaft. Pra-
nataler Alkoholkonsum reduziert die plazentare 113-HSD2 Expression Uber die Induktion
epigenetischer Modifikationen, wie die verminderte Acetylierung und gesteigerte Dime-
thylierung von H3K9 am 113-HSD2-Promotor (Yu et al. 2018).

In der BeWo-Zellkultur konnten in unserer Studie signifikant verringerte Werte der beiden
untersuchten Histonproteine nach Zugabe von Prednisolon beobachtet werden. Im Ge-
gensatz dazu waren in einer anderen Studie diese Histonproteine im Mausmodell nach
Stimulation mit Dexamethason Uberexprimiert (Xydous et al. 2014). Berlicksichtigt man
jedoch das fetale Geschlecht bei der unterschiedlichen Reaktion der Histonproteine im
plazentaren Gewebe auf die Anwesenheit von Glucocorticoiden, missen die Ergebnisse
nicht unbedingt gegensatzlich sein.

Nachwuchs von fiirsorglichen Ratten-Mdittern weist eine erhéhte GR-Expression im Hip-
pocampus auf, was mit einer geringeren DNA-Methylierung und einer héheren H3K9-
Acetylierung an der NGFI-A-Bindungsstelle des GR 17 -Promotors, im Vergleich zu
Nachwuchs von vernachlassigenden Ratten-Muttern, einhergeht (Weaver et al. 2004).
Weiterhin gibt es Hinweise darauf, dass das Niveau der 11p3-HSD2-Expression mit dem
Methylierungsniveau von CpG-Inseln korreliert, die im Bereich des Promotors und Exon
1-Region des HSD2-Gens in menschlichen Zellen in vitro und bei Ratten in vivo vorkom-
men, was darauf hindeutet, dass epigenetische Mechanismen bei der Regulation des
HSD2-Spiegels von Bedeutung sind (Alikhani-Koopaei et al. 2004).

AuBerdem zeigte eine klinische Studie, dass beim Menschen niedrige Spiegel von His-
ton-Deacetylase-Genen (HDAC2) und proinflammatorischen Genen (RIPK2) in einem
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sozialen Stresstest mit einer besseren Cortisol-Erholung einhergehen (Kaliman et al.
2014).

Wir fanden heraus, dass Prednisolon als GR-Agonist dosisabhéngig zu Anderungen der
Histonmodifikationen in BeWo Zellen in vitro fihrt, was mit einer Hochregulierung des
GR-Gens NR3C1 vergesellschaftet ist.

Dexamethason, ebenfalls ein GR-Agonist, induziert die GR-Translokation in den Kern
und rekrutiert HDAC3. Zusatzlich fihrt es zu einer Erhdhung der GR-Expression, wah-
rend die H3K9ac-Expression verringert ist (Huang et al. 2019).

Die pranatale Dexamethason-Exposition fihrt im Rattenmodell Gber Verringerung von
H3K9ac am Promotor des renalen Angiotensin-ll-Rezeptors Typ 2 (AT2R) zu Nierendys-
plasie beim mannlichen Nachwuchs und einer Glomerulosklerose bei mannlichen Er-
wachsenen (Li et al. 2019). Weiterhin wurde gezeigt, dass eine pranatale Koffein-Expo-
sition in Podozyten von ménnlichen Ratten zu hohen GC-Spiegeln fihrt, was wiederrum
die Expression von HDAC7 und GR steigert, wahrend die Konzentration von H3K9ac
am Promotor des Kruppel-like-Faktor 4 (KLF4) sinkt (Zhu et al. 2019).

Die CRH-Expression in Trophoblasten wird durch epigenetische Mechanismen gesteu-
ert, indem die syncytiale Differenzierung mit einem héheren Niveau an aktivierenden
(H3ac, H4ac, H3K4me3) und einem niedrigeren Niveau an supprimierenden (H3K9me3,
H3K27me3) Histonmodifikationen am CRH-Promotor einhergeht (Pan et al. 2017).

4.5 Fetale Programmierung als Ursache fiur Erkrankungen im Er-

wachsenenalter

Die Barker Hypothese beschreibt den Zusammenhang zwischen der IUGR und der Ent-
wicklung eines metabolischen Syndroms (arterielle Hypertonie, Diabetes mellitus Typ 2,
Dyslipiddmie und Adipositas) im Erwachsenenalter (Hales und Barker 2001). Diese Er-
kenntnis beruht auf einer Kohortenstudie in Hertfordshire, England, mit 5654 Mé&nnern,
die zwischen den Jahren 1911-1930 geboren wurden (Barker et al. 1989). Auch fir
Frauen konnte der Zusammenhang bestatigt werden (Osmond et al. 1993; Rich-
Edwards et al. 1997).
Weiterhin konnten diese Beobachtungen auch in anderen Landern wie Schweden und
Holland bestétigt werden und ebenso in Landern wie Siidafrika und Indien, wo Adipositas
eine untergeordnete Rolle spielt (Leon et al. 1998; Roseboom et al. 2001; Stein et al.
1996; Levitt et al. 2000).
Die Barker Hypothese wird auch als ,thrifty phenotype hypothesis® bezeichnet, da davon
ausgegangen wird, dass eine Umprogrammierung des endokrinen Milieus bei IUGR-Fe-
ten stattfindet, um das kurzfristige Uberleben zu sichern (Hales und Barker 1992;
Kanaka-Gantenbein et al. 2003).
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Bei der fetalen Programmierung spielen GCs eine entscheidende Rolle.

Insbesondere den Endokrinologen ist dieses Phdnomen bekannt, da es dem Cushing-
syndrom ahnelt, bei welchem ein GC-Uberschuss mit dem metabolischen Syndrom as-
soziiert ist (Seckl und Meaney 2004).

Durch ein ungiinstiges intrauterines Umfeld kommt es zu einer Uberaktivierung der HPA-
Achse, was zu einem gesteigerten Cortisol-Spiegel, ahnlich wie bei chronischem Stress,
fihrt (Kanaka-Gantenbein et al. 2003). Die erhdhten Cortisol-Spiegel sind bis ins Er-
wachsenenalter nachweisbar (Phillips et al. 2000).

Anderungen der HPA-Achse filhren nicht nur zu langfristigen Auswirkungen auf Athero-
sklerose, Dyslipidamie, Diabetes mellitus Typ 2 und die Immunsuppression, sondern
auch zu Verhaltensstérungen (Calkins und Devaskar 2011).

Maternaler Stress wahrend der Schwangerschaft kann zu geschlechtsspezifischen neu-
rologischen Entwicklungsstérungen fihren, welche hauptsachlich bei mannlichen Nach-
kommen auftreten (Bronson und Bale 2016). Mannliche Nachkommen, deren Miitter
Stress wahrend der Schwangerschaft erfahren haben, weisen ein erhéhtes Risiko fir die
Entwicklung einer Schizophrenie (van Os und Selten 1998; Khashan et al. 2008) und
Autismusspektrumstérungen auf (Beversdorf et al. 2005; Varcin et al. 2017), wahrend
betroffene weibliche Nachkommen zu affektiven Stérungen neigen (Buss et al. 2012).
Die wiederholte prénatale Gabe von Dexamethason bewirkt eine Anderung der GRs im
Gehirn und der Hypophyse, was zur Programmierung des Organwachstums, des Blut-
drucks und der HPA-Achse bei reifen mannlichen Nachkommen fihrt (Banjanin et al.
2004). AuBerdem fUhrt mtterlicher Stress wahrend der Schwangerschaft durch erhéhte
GC-Spiegel zu einer Dysregulation des plazentaren Nahrstofftransports und der Produk-
tion von plazentaren Wachstumsfaktoren, was das fetale Wachstum in geschlechtsab-
hangiger Weise beeintrachtigen kann (Cuffe et al. 2012; Briffa et al. 2017).

Es besteht ein Zusammenhang zwischen der Verflgbarkeit von Nahrung und der rhyth-
mischen Aktivitdt der HPA-Achse (Lesage et al. 2001).

Die maternale Erndhrung wahrend der Schwangerschaft beeinflusst die Entwicklung ei-
nes arteriellen Hypertonus beim Nachwuchs im Erwachsenenalter sowie die Gré3e der
Plazenta (Campbell et al. 1996). Eine Fehlerndhrung (Adipositas, Nahrungsrestriktion,
mangelnde Proteinzufuhr) fihrt haufig zu einer Verringerung der 113-HSD2 in der Pla-
zenta sowie zu einem Anstieg von GCs bei Muttern und Feten (Chivers und Wyrwoll
2017). Die erhéhte GC-Exposition ist durch eine verringerte 11B-HSD2-Aktivitat mit ei-
nem niedrigen Geburtsgewicht, einem hohen Plazentagewicht und der Entwicklung ei-
nes arteriellen Hypertonus assoziiert (Benedikisson et al. 1993). Zuséatzlich kommt es
dadurch zu einer gesteigerten GR-Expression (Bertram et al. 2001).
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Ein GC-Exzess birgt einen kurzfristigen Nutzen fiir den Feten durch die vermehrte Be-
reitstellung von beispielsweise Glucose (Edwards et al. 1996). Studien mit dem Medika-
ment Carbenoxolon, welches die 11p-HSD2 hemmt, zeigten jedoch, dass ein GC-Ex-
zess beim Feten nicht nur zu einer Wachstumsrestriktion fihrt, sondern auch zur Hyper-
glykdmie im spateren Leben (Lindsay et al. 1996; Saegusa et al. 1999).

Es gibt zahlreiche Hinweise aus experimentellen Untersuchungen daflr, dass epigene-
tische Mechanismen als Erinnerung an die Exposition gegentber schlechten Bedingun-
gen in frihen Stadien des Lebens dienen und dass diese Mechanismen langfristige Ver-
anderungen der Genexpression induzieren, die zu Erkrankungen in spateren Lebens-
stadien flihren (Gabory et al. 2011). So fUhrt muitterlicher Stress wahrend der Schwan-
gerschaft zu epigenetischen Modifikationen, die zur fetalen Programmierung beitragen
(Zucchi et al. 2013). AuBerdem kann es durch eine Plazentainsuffizienz zu fetalem
Stress kommen, was sich auf die Entwicklungsprogrammierung auswirkt (Goyal et al.
2019).

Maternal or Placental Stress

Fetal Epigenomic Changes

h 4 A4 y

¥ Increased Adaptations Adaptations
Fetal growth ‘capacity to in metabolic in terminally
restriction store energ pathways differentiated
cell numbers
\ 4
Diabetes
mellitus

Cardiomyocytes/ nephron / Altered neurons and other brain cells

vascular myocytes

Risk of stroke, schizophrenia,
cognitive dysfunction, depression,
other behavioral disorders

Hypertension / cardiovascular
disorders

Abbildung 30: Maternale und plazentare stressbedingte Verénderungen des fetalen Epi-
genoms, die fiir die fetale Programmierung und Anpassungsreaktion verantwortlich
sind sowie zu Verdnderungen des Phénotyps und Erkrankungen im Erwachsenenalter

fiihren kénnen. (Goyal et al. 2019)
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Pdx-1 ist ein Transkriptionsfaktor, der eine wichtige Rolle bei der Entwicklung des endo-
krinen und exokrinen Pankreas spielt sowie bei der Differenzierung und Funktion von -
Zellen (Pinney und Simmons 2010). Die Pdx-1 mRNA Level sind bei Gber 50 Prozent
der IUGR-Ratten reduziert (Pinney und Simmons 2010). Die Inaktivierung des Pdx-1-
Gens tragt zur Entwicklung des Typ 2 Diabetes mellitus bei (Ahigren et al. 1998; Brissova
et al. 2005). Es wurde festgestellt, dass im Fetalstadium vor dem Auftreten von Diabetes
bei IUGR eine Deacetylierung von H3 und H4 durch die HDAC1 und des Co-Repressors
Sin3A am Promotor von Pdx-1 stattfindet (Park et al. 2008). Postnatal sind H3K4 und
H3K9 methyliert, wobei zu diesem Zeitpunkt die epigenetischen Prozesse noch reversi-
bel sind und damit ein therapeutisches Fenster darstellen kénnen (Park et al. 2008).
Das Antidiabetikum Liraglutid zeigte im Rattenmodell eine protektive Wirkung auf die 8-
Zellfunktion der Pankreasinseln durch eine H3-Modifikation am proximalen Pdx-1-Pro-
motor und kénnte zur Behandlung von Stoffwechselstérungen im Zusammenhang mit
dem Aufholwachstum wie es bei der IUGR auftritt, verwendet werden (Gao et al. 2018).
Des Weiteren kommt es durch Histonmodifikationen (insbesondere H3K4me und
H3K27me) bei wichtigen Transkriptionsfaktoren und Genen zu langfristigen Veranderun-
gen des Phanotyps der Inselzellen des Pankreas bei der IUGR im Rattenmodell (Lien et
al. 2020). Beispielsweise sind im fetalen Pankreas bei der IUGR die HDAC 1 und 2 her-
unterreguliert, wahrend Sirt 1 und 3 und acetyliertes H3K56 hochreguliert sind, was die
Entwicklung eines Typ 2 Diabetes mellitus im Erwachsenenalter begunstigen kann (Liu
et al. 2019)

Weiterhin konnte eine Studie zeigen, dass die perinatale Nahrstoffrestriktion als Ursache
einer IUGR Uber eine verringerte Genexpression des Glukose-Transporters GLUT 4 im
Skelettmuskel durch die Rekrutierung von HDAC1 zur Deacetylierung von H3K14 und
verstarkte Bindung von HDAC4-Enzymen sowie Uber die Dimethylierung von H3K9 zu
einer Insulinresistenz fuhrt (Raychaudhuri et al. 2008).

Die JHDM2A (JmjC-domain-containing histone demethylase 2A) katalysiert die Entfer-
nung der Mono- und Dimethylierung von H3K9 (Inagaki et al. 2009).

AuBerdem reguliert dieses Enzym metabolische Gene, die mit der Energiehomdostase
wie Anti-Adipogenese, Regulation der Fettspeicherung, Glucose-Transport und Typ 2
Diabetes mellitus zusammenhé&ngen (Inagaki et al. 2009).

Mause, denen JHDM2a fehlt, entwickeln im Erwachsenenalter Adipositas, Hypertrigly-
ceridamie, Hypercholesterinamie, Hyperinsulindmie und Hyperleptinamie, die Kennzei-
chen des metabolischen Syndroms sind (Inagaki et al. 2009).

Eine kohlenhydratreiche Ernahrung fuhrt im Rattenmodell zu einer Erh6hung der H3/H4-
Acetylierung an Genen, die fir den Kohlenhydratstoffwechsel von Bedeutung sind, was
die Entwicklung einer Adipositas hervorrufen kénnte (Inoue et al. 2011).
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An der Maus-Blastocyste flihrte eine proteinarme Ernahrung als Stressor in der Praim-
plantationsphase zu einer H3/H4-Hypoacetylierung, was ausreichte, um beim Nach-
wuchs Herz-Kreislauf- und metabolische Erkrankungen auszulésen (Sun et al. 2015).
Weiterhin konnte bei Rattennachwuchs, deren Mittern eine proteinreduzierte Diat ver-
abreicht wurde, im Vergleich zu Kontrollen, eine hdhere Rate an transkriptionserleich-
ternden Histonmodifikationen am GR-Promotor festgestellt werden, wahrend Modifikati-
onen, welche die Transkription supprimieren, reduziert waren (Lillycrop et al. 2007).

Als weitere epigenetische Ursache fir die Entwicklung eines metabolischen Syndroms
gilt eine fettreiche Erndhrung in utero, die zu einer signifikanten Erhdéhung von hepati-
schem H3K14ac und H3K9me3 an GLUT 4 fuhrt (Suter et al. 2014). Des Weiteren
kommt es dabei zu einer niedrigeren Acetylierung und gesteigerten Methylierung von
H3K9 am Promoter des Aponectin-Gens im Fettgewebe und auch die Methylierung von
H4K20 am Leptin-Promotor ist signifikant erh6ht (Masuyama und Hiramatsu 2012).

Eine andere Studie zeigte, dass eine kalorienreiche Erndhrung der Mutter wahrend der
Schwangerschaft die fetale Chromatinstruktur durch Modifikationen der H3-Acetylierung
epigenetisch verandert und damit die molekulare Grundlage fiir die Hypothese des feta-
len Ursprungs fir die Entwicklung von Erkrankungen im Erwachsenenalter, wie bei-

spielsweise Adipositas, bildet (Aagaard-Tillery et al. 2008) .

In Anbetracht der aktuellen Studienlage kénnte man annehmen, dass mdglicherweise
die Ausschaltung von Risikofaktoren, wie maternaler Stress und eine Fehlerndhrung
wahrend der Schwangerschaft als Pravention einer IUGR von Bedeutung sind. Klinisch
kénnte man dadurch auch auf eine Verbesserung der plazentaren Perfusion hoffen. Auf
molekularer Ebene wirde dies einerseits zu einer Homdbostase der zahlreichen durch
GCs vermittelten Vorgange fihren, andererseits kénnten Histonmodifikationen, die zu
einer ungiinstigen Anderung des Phanotyps beitragen kénnen, verhindert werden.

74



5. Zusammenfassung

Unter dem Begriff der intrauterinen Wachstumsrestriktion (engl. Intrauterine growth rest-
riction = IUGR) versteht man, dass ein Fetus sein genetisch determiniertes Wachstums-
potenzial aufgrund einer Pathologie nicht ausschépfen kann. Sie ist mit einer erhéhten
perinatalen Morbiditat und Mortalitédt assoziiert und die Folgen kénnen bis ins Erwach-
senenalter reichen. Grundlage fir die fetale Programmierung ist die Barker-Hypothese,
welche den Zusammenhang zwischen einer IUGR und der Entwicklung eines metaboli-
schen Syndroms im Erwachsenenalter beschreibt (Osmond und Barker 2000).

Die Inzidenz wachstumsrestringierter Neugeborener wird mit 3-7 Prozent angegeben
(Romo et al. 2009). Siebzig Prozent aller IUGR-Falle lassen sich durch eine Plazentain-
suffizienz erklaren, wobei eine abnormal flache Trophoblasteninvasion zu einer mangel-
haften Umwandlung der Spiralarterien und zur Zottenarchitekturstérung fihrt (Schneider
et al. 2007; Tang et al. 2017).

Weiterhin sind epigenetische Verédnderungen wie Histonmodifikationen bei Schwanger-
schaftskomplikationen wie der IUGR von Bedeutung, da sie zu einem veranderten Phéa-
notyp der Plazenta flhren kénnen (Roman C 2014; Gheorghe et al. 2010).

GCs sind essenziell fir die fetale Organreifung aber auch mit einem verringerten fetalen
Wachstum assoziiert (Chatuphonprasert et al. 2018).

Weiterhin deuten aktuelle Erkenntnisse darauf hin, dass geschlechtsspezifische Adap-
tationen der Plazenta fiir Unterschiede beim fetalen Wachstum und Uberleben von zent-
raler Bedeutung sind und somit in der wissenschaftlichen Praxis berlcksichtigt werden
sollten (Clifton 2010).

Ziel der vorliegenden Dissertation war es daher, die Expression der GR a und 3 sowie
der Histonproteine H3K4me und H3K9ac in IUGR-Plazenten zu untersuchen und ge-
schlechtsabhangige Unterschiede aufzuzeigen.

Dafir haben wir insgesamt 29 Plazenten untersucht. Bei den Feten von 14 dieser
Patientinnen wurde pranatal eine IUGR diagnostiziert, wahrend die weiteren 15
Patientinnen einen unauffélligen Schwangerschaftsverlauf hatten (Kontrollgruppe). In
der IUGR-Gruppe fanden sich jeweils 7 Plazenten von mannlichen und weiblichen Feten,
wahrend in die Kontrollgruppe 7 weibliche und 8 mannliche Plazenten eingeschlossen
waren. Zunachst wurden immunhistochemische Untersuchungen durchgefihrt und die
Ergebnisse anschlieBend durch Immunofluoreszenz-Doppelfarbungen bestétigt.

Dabei zeigte sich, dass weiblichen IUGR-Plazenten signifikant mehr GR a exprimieren,
als mannliche. Die Hochregulation von GR a deutet auf eine Hypersensitivitat von weib-
lichen Feten gegenliber GCs hin (Saif et al., 2014).
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Die Expression des GR  war im SCT von Plazenten mannlicher Feten im Vergleich zu
weiblichen hochreguliert. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass dieser Rezeptor in Pla-
zenten von mannlichen IUGR-Feten im Vergleich zur Kontrollgruppe stéarker exprimiert
wurde.

GR B bindet kein Cortisol, sondern fungiert als Antagonist von GRa (Oakley et al. 1996).
Dies entspricht friheren Erkenntnissen, dass mannliche Feten im Vergleich zu weibli-
chen im Falle eines Uberangebots an GCs mit einer GC-Resistenz reagieren (Hody! et
al. 2011).

AuBerdem zeigten unsere Daten eine verringerte Expression von Histonproteinen in
IUGR-Plazenten. H3K4me3 war in weiblichen und H3K9ac in méannlichen IUGR-
Plazenten herunterreguliert. Méglicherweise besteht ein Zusammenhang zwischen der
geschlechtsabhangigen Expression von H3K4me und GR a bei weiblichen Feten, sowie
von H3K9ac und GR B bei mannlichen Feten in IUGR-Plazenten.

Die Stimulation von BeWo-Zellen mit Prednisolon in vitro zeigte, dass die Expression
H3K4me und H3K9ac bei héheren Prednisolon-Konzentrationen in Trophoblastzellen
vermindert ist. Erhéhte GC-Spiegel kbénnten somit fir die geschlechtsabhéngige
Herunterregulierung von Histonproteinen in IUGR-Plazenten verantwortlich sein.

Hohe Konzentrationen von Prednisolon flhrten in der PCR zu einer signifikanten Hoch-
regulierung des GR-Gens NR3C1. Diese Ergebnisse legen nahe, dass die Hochregula-
tion von GRa und GR in IUGR-Plazenten tatsachlich eine Reaktion auf eine iberma-
Bige GC-Exposition wahrend der Schwangerschaft sein kdnnte.

Unsere Studie unterstreicht die Hypothese, dass GCs bei der Pathophysiologie der
IUGR in geschlechtsabhangiger Weise eine entscheidende Rolle spielen. Weiterhin ge-
winnt ihr Beitrag zur fetalen Programmierung zunehmend Relevanz.

Wir konnten zusatzlich einen Zusammenhang zu epigenetischen Prozessen wie Histon-
modifikationen aufzeigen.

Bisher hatte die Ausschaltung von Risikofaktoren wie maternaler Stress und eine Fehl-
ernahrung wahrend der Schwangerschaft als Pravention einer IUGR die gré3te Bedeu-
tung. Unsere Erkenntnisse liefern, durch ein besseres Verstéandnis der Pathophysiologie,
Ansétze, um durch weitere Forschung therapeutische Mdglichkeiten zu entwickeln und
dadurch Folgen fir betroffene Kinder, die bis ins Erwachsenenalter reichen und zu lang-
fristigen Konsequenzen auch fir die Gesellschaft fuhren, abzuwehren.
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