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1 Einleitung

1.1 Hypertensive Schwangerschaftserkrankungen

Unter dem Begriff der hypertensiven Schwangerschaftserkrankungen werden die chro-
nische Hypertonie, die Gestationshypertonie, die Gestationsproteinurie, die Prae-
klampsie sowie ihre schwere Komplikation, die Eklampsie, und schlieRlich das HELLP-
Syndrom (HELLP = Haemolysis, Elevated Liver enzyme levels, Low Platelet count) zu-
sammengefasst (DGGG 2024b).

1.2 Praeklampsie

Die Praeklampsie (PE) wird definiert als ,eine chronische oder Gestationshypertonie mit
mindestens einer in der Schwangerschaft neu auf tretenden Organmanifestation, welche
keiner anderen Ursache zu geordnet werden kann“ (DGGG 2024b). Sie ist eine multi-
faktorielle und multisystemische schwangerschaftsassoziierte Erkrankung, die sich typi-

scherweise nach der 20. Schwangerschaftswoche (SSW) klinisch bemerkbar macht.

Das am haufigsten von der Multisystemerkrankung betroffene Organ ist die Niere, wo-
raus sich haufig eine Proteinurie ergibt (Peracoli et al. 2019). Aber auch eine Nieren-
funktionsstérung mit Oligurie, Odemen und erhéhten Kreatininwerten sowie eine Leber-
beteiligung mit erhdhten Transaminasen kénnen die klinische Manifestation einer PE
sein. Zusatzlich kénnen hamatologische Pathologien wie eine Hamolyse oder Throm-
bozytopenie und neurologische Symptome wie Kopfschmerzen und Flimmerskotome
auftreten (Feige et al. 2013). Ebenfalls haufig betroffen ist die Plazenta, was zu einer
utero-plazentaren Stérung flihrt und sich in Form einer intrauterinen Wachstumsretar-
dierung (IUGR=Intrauterine Growth Retardation) aulern kann (Feige et al. 2013; DGGG
2024b). Nach aktuellem Forschungsstand ist die Basis dieser Endorganschadigung eine
generalisierte endotheliale Dysfunktion (Roberts und Lain 2002; Possomato-Vieira und

Khalil 2016). Diese Dysfunktion soll im Kapitel 1.3 naher beleuchtet werden.

In Europa liegt die Pravalenz der PE bei 2,8-5,2 % aller Schwangerschaften (Umesawa
und Kobashi 2017). Die PE und Eklampsie sind in Europa mit 10-15 % aller maternalen
Todesfalle assoziiert und gehéren damit zu den mafRgeblichen Ursachen fur die mater-

nale Mortalitat in den westlichen Landern und weltweit (Duley 2009; Say et al. 2014).
1.2.1 Pravention, Diagnostik und Therapie

Die einzige bislang bekannte und effektive Pravention einer PE bei Frauen mit erhéhtem
Risiko ist die Einnahme von niedrig dosierter Acetylsalicylsaure, wenn mdaglich ab der
Frihschwangerschaft (Bujold et al. 2010; Duley et al. 2019). Neben der Blutdruckmes-

sung spielt die organspezifische kérperliche Untersuchung und die Labordiagnostik (z.B.

1



Proteinurie, Hdmolyse und angiogene Faktoren) eine wesentliche diagnostische Rolle.
Die antihypertensive Medikation stellt den zentralen Bestandteil der Therapie dar
(DGGG 2024b). Die einzige kausale Therapie der PE ist die Entbindung (Koopmans et
al. 2009).

1.3 Pathophysiologie

Pathophysiologisch spielen mehrere ineinandergreifende Aspekte eine Rolle, die im Fol-
genden erlautert werden. Verschiedene Modelle und Einteilungen versuchen die kom-
plexe multifaktorielle Erkrankung zu beschreiben, berlcksichtigen dabei aber nie alle

beteiligten Faktoren und Einflussgréf3en.
1.3.1 Zwei-Phasen-Modell

Ein gangiges Modell ist das Zwei-Phasen-Modell (two-stage-model). Phase 1 dieses Mo-
dells beschreibt das plazentare praklinische Stadium, in dem eine gestorte Entwicklung
des Gefallsystems der Plazenta im Vordergrund steht. In Phase 2 dieses Modells wer-
den die Folgen klinisch sichtbar und kdénnen auch als matermnales Syndrom bezeichnet
werden (Redman 1991; Roberts und Redman 1993; Phipps et al. 2019).

In einer gesunden Schwangerschaft finden viele physiologische Anpassungsvorgange
statt. Bei der PE hingegen kommt es zu schrittweisen pathologischen Veranderungen,
die zu einer Dekompensation des gesamten Systems flhren kénnen und damit zur
symptomatischen Erscheinung des Krankheitsbildes (Redman et al. 1999; Staff 2019).
Daher werden im Folgenden zunachst die physiologischen Ablaufe der Schwangerschaft

beschrieben, um darauf aufbauend die Pathophysiologie besser zu verstehen.

Zu Beginn einer physiologisch verlaufenden Schwangerschaft wandert der extravillose
Trophoblast (EVT) invasiv in Richtung maternaler Spiralarterien und fihrt zu deren Um-
bau (Remodeling) und zu einer maximalen Dilatation der Gefale. Hierdurch wird eine
permanent hohe Perfusion des intervilldsen Raumes gewahrleistet. Bei der PE geht man
von einer fehlerhaften Plazentation durch ein unvollstandiges Remodeling der uteropla-
zentaren Spiralarterien aus, die durch eine mdgliche Dysregulation der immunologi-
schen Interaktion zwischen EVT und maternalen Immunzellen verursacht wird (Staff et
al. 2010; Moore et al. 2013). Diesen Pathomechanismus beobachtet man allerdings auch
bei anderen Erkrankungen wie der isolierten intrauterinen Wachstumsretardierung ohne
Bluthochdruck und beim schwangerschaftsinduzierten Bluthochdruck (SIH) ohne weitere
organspezifische Symptome (Pijnenborg et al. 2006; Staff et al. 2010). Die IUGR kann
dabei ein Symptom einer PE sein, gleichzeitig aber auch unabhangig davon auftreten.
In den allermeisten Fallen liegt eine Unterversorgung des Fétus zugrunde (Sankaran
und Kyle 2009).



Angiogene Faktoren wie der vaskulare endotheliale Wachstumsfaktor (VEGF= Vascular
Endothelial Growth Factor) und der Plazenta-Wachstumsfaktor (PIGF= Placental Growth
Factor) spielen eine wichtige Rolle wahrend der plazentaren Vaskulogenese und Angio-
genese (Chen und Zheng 2014). Antagonisten wie sFlt-1 (soluble Fms-like thyrosin-
kinase-1) konnen diese angiogenen Molekule binden und inaktivieren und tragen
dadurch zu einem Gleichgewicht von pro- und antiangiogenen Faktoren bei. Bei Patien-
tinnen mit PE finden sich im Blut niedrigere Werte an freiem VEGF und PIGF sowie
erhdhte Mengen an sFlt-1. Dieses Ungleichgewicht wird als eine der Ursachen fir eine
verminderte und gestérte Vaskularisation der Plazenta angesehen (Maynard et al.
2003). Zusatzlich scheinen die erhdhten sFlt-1-Werte einen wesentlichen Beitrag zur
generalisierten endothelialen Dysfunktion zu leisten (Maynard et al. 2008). Die Erhebung
des sFlt-1/ PIGF- Quotienten im Labor kann diagnostisch und prognostisch sinnvoll sein
(DGGG 2024b).

Wahrend der physiologischen Plazentation exprimiert der EVT verschiedene Humane
Leukozytenantigene (HLA). Es scheint als wirden insbesondere HLA-G und HLA-C eine
wichtige Rolle an der feto-maternalen Grenzzone spielen. Sie interagieren mit materna-
len Natdurlichen Killerzellen (NK-Zellen) und verhindern unter anderem eine Lyse durch
diese. Dadurch spielt die HLA-Expression auf der EVT-Oberflache eine wichtige Rolle
bei der maternalen Immunsuppression und ermdglicht die Einnistung des semiallogenen
Fotus (Moore et al. 2013). Bei Patientinnen mit PE ist die HLA-G Expression an der feto-
maternalen Grenzzone verringert oder nicht nachweisbar (Goldman-Wohl et al. 2000;
Tersigni et al. 2020). Weiter wird beobachtet, dass spezielle HLA-C-Subtypen und NK-
Zell-Subtypen mit einem héheren PE-Risiko einhergehen. Daher geht man davon aus,
dass eine lokale gesteigerte Immunabwehr an der utero-plazentaren Grenzzone eine PE
beglnstigt (Moffett und Hiby 2007).

Es ist bis jetzt unklar, inwieweit sich diese Mechanismen gegenseitig beeinflussen und/
oder ursachlich flr einander sind. lhnen gemeinsam ist der Beitrag zu einer gestorten

Entwicklung des Gefallsystems innerhalb der feto-maternalen Grenzzone.

Das dysfunktionale utero-plazentare Gefallsystem fuhrt zu oxidativem Stress (Staff et al.
2013). Daraus folgend wird angenommen, dass die ischamisch-beeintrachtigte Plazenta
Mediatoren in den maternalen Blutkreislauf abgibt, die zu einer generalisierten endothe-
lialen Dysfunktion beitragen. Diese generalisierte endotheliale Dysfunktion wird als zent-
rale Schlusselrolle in der Pathophysiologie gesehen (Roberts und Redman 1993;
Roberts 1998; Tomimatsu et al. 2017). Sie gilt als ursachlich fir die verschieden ausge-
pragten Organmanifestationen der PE, die auch als maternales Syndrom zusammenge-

fasst werden konnen (Redman und Sargent 2005). Am Endothel kdnnen



morphologische Schadigungen wie eine vermehrte vaskulare Permeabilitat beobachtet
werden (Khong et al. 1992; Rana et al. 2019). In der Niere zeigt sich haufig eine En-
dothelschwellung, die als glomeruldre Endotheliose bezeichnet wird und durch zirkulie-
rende endothelschadigende Molekiile verursacht wird (Roberts 1998; Gartner et al.
1998; Moghaddas Sani et al. 2019).

Phase 1 - praklinisch

. Gestorte Plazentation

. Verminderte Vaskularisation

. Immunologische Fehlregulation

Gestorte Entwicklung des
Gefalsystems innerhalb der
feto-maternalen Grenzzone

. Plazentarer oxidativer Stress
. Freigabe und Aktivierung von Entziindungsmediatoren

Generalisierte systemische
Inflammation und endotheliale
Dysfunktion

Phase 2 - klinisch
. Praeklampsie

Abbildung 1: Zusammenfassung des Zwei-Phasen-Modells der PE

Eigene Darstellung anlehnend an (Staff 2019)
1.3.2 Early-Onset- und Late-Onset-Praeklampsie

Eine weitere mégliche Einteilung der PE ist die Unterscheidung in eine Early-Onset-PE
(Auftreten vor der 34. SSW) und eine Late-Onset-PE (234. SSW) (Peracoli et al. 2019).

Die Early-Onset-PE macht mit ca. 20 % eine kleinere Gruppe an Betroffenen aus und
geht mit schwereren Verlaufen einher. Tritt diese PE in frihen Schwangerschaftswochen
auf, ist die Mortalitat bei Muttern hoéher als bei der Late-Onset-PE (Huppertz 2008;
MacKay 2001). Es konnte gezeigt werden, dass bei der frihen Form der PE die Rate an
Kindern mit einer IUGR signifikant hoher ist als bei der spaten Form (Xiong et al. 2002).
Auch die fetale Mortalitat und Morbiditat sind bei der Early-Onset-PE signifikant hoher

als bei der spater auftretenden PE (Lisonkova und Joseph 2013).

Obwohl die Einteilung primar nach dem zeitlichen Auftreten erfolgt, geht man davon aus,
dass sich die beiden Formen nicht nur klinisch, sondern auch atiologisch und pathophy-
siologisch unterscheiden (Dadelszen et al. 2003). Verschiedene Risikofaktoren, die eine
PE begtinstigen, scheinen unterschiedlich stark zu einer Early- bzw. einer Late-Onset-

PE beizutragen (Lisonkova und Joseph 2013).
1.3.3 Plazentare und maternale Praeklampsie

Eng verknupft mit der vorangegangenen Einteilung ist eine Unterteilung in eine plazen-
tare und maternale PE. Wahrend bei der plazentaren oder fetalen PE priméar eine ge-
storte Plazentation zur generalisierten endothelialen Dysfunktion beitragt, scheinen bei

der maternalen PE die vorbestehenden pro-inflammatorischen Risikofaktoren einen
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groReren Einfluss zu haben. Die plazentare Form ist daher eher an die Early-Onset-PE
geknupft, wahrend der maternale Subtyp mit der Late-Onset-PE verbunden zu sein
scheint (Huppertz 2008; Staff 2019). In diesem Zusammenhang muss noch einmal be-
tont werden, dass die PE eine multifaktorielle Erkrankung ist. Sowohl eine fehlerhafte
Plazentation als auch maternale Risikofaktoren sind nicht alleinige Ursachen einer PE
(Ness und Roberts 1996; Redman et al. 1999).

1.4 Kardiovaskulare Risikofaktoren

AnschlieRend sollen die wichtigsten kardiovaskularen Risikofaktoren (kvRF) beschrie-
ben und ihr Beitrag zu einem erhohten PE-Risiko aufgezeigt werden. Der genaue patho-
physiologische Einfluss ist noch nicht abschlieRend geklart. Dennoch sollen mdégliche
Einflisse genannt werden. Allen ist gemeinsam, dass sie zu einer Schadigung des En-

dothels beitragen (Kumar et al. 2010).
1.4.1 Ubergewicht und Adipositas

Die folgende Tabelle 1 definiert Ubergewicht und Adipositas abhangig vom Body-Mass-
Index (BMI) (CDC 2022; Purnell 2023).

Tabelle 1: Definition von Ubergewicht und Adipositas abhingig vom BMI
Quelle: (CDC 2022; Purnell 2023)

Normalgewicht Ubergewicht Adipositas
BMI in kg/m? 18,5-24,9 25-29,9 =230

Die weltweite Pravalenz von tbergewichtigen und adipdsen Schwangeren liegt zwischen
9,8 % und 39,1 % und ist stark abhangig vom Einkommen, der Region und der Bildung.
Je geringer das Einkommen, desto hoher ist der Anteil an Ubergewichtigen und Adip6-
sen. Die Tendenz ist seit Jahren steigend (Chen et al. 2018). Ubergewicht und Adiposi-
tas gehen mit erhéhtem oxidativem Stress, erhdhten Leveln an inflammatorischen Mar-
kern, erhdhter Insulinresistenz und einer geschadigten endothelialen Funktion einher.
Diese Faktoren scheinen einen wichtigen Einfluss auf die Entwicklung einer PE zu haben
(Walsh 2007).

Mehrere Meta-Analysen zeigen, dass Ubergewicht und Adipositas signifikant mit einem
erhohten PE-Risiko assoziiert sind. So haben Patientinnen mit Ubergewicht oder Adipo-
sitas ein ca. 2,5-fach erhohtes Risiko, eine PE in der Schwangerschaft zu entwickeln (He
et al. 2020). Analysiert man das Risiko fur die Entwicklung einer PE abhangig vom BMI
ergibt sich fiir Patientinnen mit einer Adipositas ein héheres Risiko als fiir jene mit Uber-
gewicht (Bartsch et al. 2016). Einzelne Daten zeigen, dass eine Reduktion des Gewich-
tes zwischen zwei Schwangerschaften das Risiko fiir eine erneute PE senkt (Mostello et

al. 2010). Zuletzt scheinen auch chirurgische MaRhahmen wie bariatrische Operationen
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mit einem zeitlichen Abstand zu einer kiinftigen Schwangerschaft das Risiko fur die Ent-
wicklung einer PE deutlich zu mindern (Johansson et al. 2022). Studien belegen, dass
Kinder von Ubergewichtigen oder adipdsen Muttern ein erhdhtes Risiko haben, in Kind-

heit und Jugend an einem erhéhtem BMI zu leiden (Godfrey et al. 2017).
1.4.2 Vorbestehende arterielle Hypertonie und SIH

Die vorbestehende arterielle Hypertonie ist ein erhéhter Blutdruck, der prakonzeptionell
oder im ersten Trimenon diagnostiziert wird. Die Gestationshypertonie oder auch
schwangerschaftsinduzierte Hypertonie (SIH) ist ein im Verlauf der Schwangerschaft
meist nach der 20.SSW neu auftretender Hypertonus. Bei Blutdruckwerten von >140/90
mmHg spricht man in beiden Fallen von Hypertonus (DGGG 2024b). Die arterielle Hy-
pertonie wird abhangig vom Blutdruck (RR) weiter unterteilt in drei Schweregrade, der

SIH in zwei Schweregrade (Williams und Mancia 2018).

Die Pravalenz des praexistenten Hypertonus liegt bei 1-5 % und die der SIH bei 5-10 %
(Schaefer C. 2018). Der Bluthochdruck tragt wesentlich zur vaskularen endothelialen
Schadigung bei (Kumar et al. 2010).

Sowohl eine arterielle Hypertonie als auch eine SIH gelten als isoliert zu betrachtende
Risikofaktoren fir die Entstehung einer PE (Catov et al. 2007). Die Hypertonie kann so-
wohl durch Lebensstilveranderungen als auch medikamentds behandelt werden (Schae-
fer C. 2018). Dabei dient die medikamentése antihypertensive Therapie in der Schwan-
gerschaft primar der Vermeidung maternaler zerebro- und kardiovaskularer Komplikati-
onen und weniger der Verringerung der fetalen Morbiditat. Auf eine Unterversorgung der
Plazenta muss hierbei geachtet werden (DGGG 2024b).

Physiologisch kommt es zu Beginn einer Schwangerschaft zu einem Blutdruckabfall.
(Magness 1998). Deshalb muss ein vorbestehender, jedoch noch nicht diagnostizierter
Hypertonus klinisch zunachst nicht auffallen. Die Entstehung der arteriellen Hypertonie
basiert auf einer multifaktoriellen Genese (Seely und Ecker 2011). Die pathophysiologi-

schen Veranderungen der SIH scheinen denen der PE zu dhneln (Granger 2001).

Langfristig haben Mutter mit einem chronischen Hypertonus und einer SIH ein erhéhtes
Risiko an kardiovaskularen Erkrankungen zu leiden wie Bluthochdruck, Schlaganfall
oder Myokardinfarkt (Wilson et al. 2003; Mannisto et al. 2013). Kinder, deren Mutter in
der Schwangerschaft an Hypertonie litten, zeigen schon im Jugendalter erhéhte Blut-
druckwerte (Miettola et al. 2013).

1.4.3 Diabetes mellitus Typ 2 und Gestationsdiabetes mellitus

Der Diabetes mellitus Typ 2 (DM2) ist eine Stoffwechselstérung, die durch eine ,vorwie-

gende[n] Insulinresistenz mit relativem Insulinmangel bis zu einem vorwiegend

6



sekretorischen Defekt mit Insulinresistenz® gekennzeichnet ist (Schaefer-Graf und
Kautzky-Willer 2016). Der ,Gestationsdiabetes mellitus [(GDM)] [...] ist definiert als eine
Glukosetoleranzstérung, die erstmals in der Schwangerschaft mit einem 75-g-oralen-
Glukosetoleranztest (0GTT) [...] diagnostiziert wird.“ Der Diabetes mellitus Typ 1 wird
als Autoimmunerkrankung angesehen und wird daher an dieser Stelle nicht weiter be-
sprochen (Schaefer-Graf 2018).

Die Pravalenz des DM2 liegt bei bis zu 0,5 %, die des GDM je nach Einschlusskriterien
zwischen 8,5 % und 14,7 %. In den letzten Jahren zeigen beide Diabetesformen eine
steigende Tendenz (Schaefer-Graf und Kautzky-Willer 2016; Saeedi et al. 2021).

Kdénnen die angestrebten Stoffwechselziele nicht durch didtetische Malinahmen und kor-
perliche Aktivitat erreicht werden, muss bei beiden Krankheitsbildern eine Insulintherapie
in Betracht gezogen werden. Je nach Therapie unterscheidet man den Gestationsdiabe-
tes weiter in den dGDM (diatetisch-gefihrten GDM) und in den iGDM (insulinpflichtigen
GDM) (Schaefer-Graf 2018).

Der Gestationsdiabetes mellitus (GDM) basiert in vielen Teilen auf der Pathophysiologie
des DM2, ist dennoch pathophysiologisch noch nicht vollstandig geklart (Schaefer-Graf
2018). Zu Beginn einer physiologisch verlaufenden Schwangerschaft erhoht sich die In-
sulinsensitivitat, um die Fettspeicher aufzufillen. Im weiteren Verlauf der Schwanger-
schaft steigt die periphere Insulinresistenz u.a. durch Hormone wie Ostrogen, Progeste-
ron und Kortisol an, um eine ausreichende Versorgung des heranwachsenden Kindes
zu gewahrleisten. Nach einer Schwangerschaft gehen die Insulinsensitivitat und -resis-
tenz innerhalb einiger Tage auf ihre Ausgangswerte zurick (Di Cianni et al. 2003; Plows
et al. 2018). Beim GDM scheint bereits eine vorbestehende herabgesetzte Insulinsensi-
tivitat vorzuliegen. Genetische Einflisse, eine unausgewogene, sowie fett- und zucker-
reiche Ermnahrung, Bewegungsmangel und Ubergewicht sind wesentliche Risikofaktoren
fur DM2 und GDM (Schaefer-Graf 2018).

Diabetes mellitus fihrt, vor allem unbehandelt, langfristig zu mikro- und makro-
vaskularen Schaden, wobei insb. letztere zu einer endothelialen Dysfunktion fiihren und
dadurch eine PE beginstigen bzw. die Entwicklung vorantreiben kénnen (Kumar et al.
2010).

GDM und DM2 tragen signifikant zu einem erhdhten Risiko fir die Entstehung einer PE
bei (Knight et al. 2012; Nerenberg et al. 2013). Dabei erhdht sich das Risiko mit anstei-
gendem HbA.-Wert (Carlsen et al. 2022).

Eine erhdhte Glukoseversorgung wahrend der Schwangerschaft fuhrt beim Kind zu ei-

nem erhdhten Insulinspiegel und nachfolgend zu einer héheren Rate an Makrosomie



(Schwartz et al. 1994). Kongenitale Fehlbildungen sind beim DM2 deutlich haufiger als
beim GDM, da die Glukosetoleranzstérung beim GDM meist erst nach der Organoge-
nese auftritt (Schaefer-Graf und Kautzky-Willer 2016). Langfristig entwickeln Mutter mit
einem GDM und deren Kinder haufiger einen Diabetes und leiden haufiger an Uberge-
wicht und Adipositas sowie an arteriellem Hypertonus (Fetita et al. 2006; Vohr und Boney
2008; Tam et al. 2017).

1.5 Weitere Risikofaktoren fur die Entstehung einer Prae-

klampsie
1.5.1 Maternale Risikofaktoren

Zusatzlich gelten fur die Entwicklung einer PE als gesicherte Risikofaktoren ein mater-
nales Alter von >40 Jahren bei Geburt, Autoimmunerkrankungen und eine vorangegan-
gene PE. Auch eine Erstparitat (Nullipara), ein neuer Sexualpartner, ein langes Intervall
zwischen zwei Schwangerschaften sowie eine Schwangerschaft nach In-vitro-Fertilisa-
tion (IVF) oder Eizellspende sind als Risikofaktoren fur eine PE zu sehen (Dekker und
Sibai 2001; Skjaerven et al. 2002; Duckitt und Harrington 2005; Barton und Sibai 2008).
Dabei wird beobachtet, dass die zuletzt genannten Einflussgréfen aus ahnlichen immu-

nologischen Griinden zur Entstehung der PE beitragen (Redman und Sargent 2010).
1.5.2 SARS-CoV-2 Infektion

Ein weiterer, neu entdeckter Risikofaktor, der zur Entstehung einer PE beitragt, ist eine
Infektion mit dem neuen beta-Coronavirus SARS-CoV-2 (Severe acute respiratory syn-

drome coronavirus type 2), welches als Ausldser von Covid-19 identifiziert wurde.

SARS-CoV-2 befallt die Epithelzellen der oberen und unteren Atemwege und kann dort
zunachst unspezifische, dann typische lokale Entziindungsreaktionen und Symptome
verursachen. Bei einem kleinen Teil der Betroffenen beobachtet man eine systemische
Hyperinflammation mit Zytokinsturm (Siddigi und Mehra 2020). Diese scheint entschei-
dend zu einer generalisierten Endothelschadigung beizutragen und wird als ursachlich
fur die weiteren Endothel-assoziierten Komplikationen einer Covid-19 Erkrankung ange-
sehen (Teuwen et al. 2020; Libby und Lischer 2020; Ruhl et al. 2021).

In mehreren Studien wird der Zusammenhang von einer SARS-CoV-2 Infektion und
schwangerschaftsassoziierten Komplikationen untersucht. Der Vergleich von Schwan-
geren ohne SARS-CoV-2-Infektion mit Patientinnen, die wahrend der Schwangerschaft
an SARS-CoV-2 erkranken, zeigt eine positive Assoziation der Infektion mit der PE. Wird
der Zusammenhang eines milden und eines schweren Covid-19 Verlaufs in Bezug auf
das Auftreten einer PE betrachtet, zeigt sich ein bis zu 4-fach erhéhtes Risiko (Wei et al.

2021). Zudem wird deutlich, dass dieser Zusammenhang auch unter Bertcksichtigung

8



von anderen demografischen, sozioGkonomischen und kardiovaskularen Risikofaktoren
besteht. Betrachtet und in die Analyse miteinbezogen werden unter anderem der BMI
der Mutter, ein praexistierender DM2 sowie ein praexistierender Hypertonus. Die adjus-
tierten Daten weisen auf ein fast verdoppeltes Risiko fur das Auftreten einer PE im Rah-
men einer Covid-19 Erkrankung im Vergleich zu gesunden Schwangeren (Papageor-
ghiou et al. 2021).

1.6 Zusammenfassung der Pathophysiologie und Risikofakto-

ren

Verschiedene externe, schwangerschaftsassoziierte und maternale/ anamnestische
Faktoren tragen unterschiedlich stark zur Entstehung einer PE bei (DGGG 2024b). In
der folgenden Abbildung 2 sollen nur einige fur meine Arbeit wichtige Faktoren darge-
stellt werden. Man geht davon aus, dass diese Faktoren nicht nur einen Einfluss auf die
Phase 1 des Zwei-Phasen-Modells haben, sondern auch zur Entwicklung von Phase 2
beitragen (Staff 2019). Als zentraler Pathomechanismus der PE wird die generalisierte
endotheliale Dysfunktion gesehen, die sich klinisch als maternales und/ oder fetales Syn-
drom manifestiert. Tritt die PE vor der 34. SSW auf, spricht man von der Early-Onset-
PE. Zeigt sich die PE nach der 34. SSW, bezeichnet man sie als Late-Onset-PE.

Hypertonus,
SIH

Gestorte Entwicklung des
Gefallsystems innerhalb der
feto-matemalen Grenzzone

Weitere
Risikofaktoren und
Einflussgrofien

Maternale

Adipositas -

Faktoren
Phase 1 - préklinisch
. Gestorte Plazentation
. Verminderte Vaskularisation
. Immunologische Fehlregulation

SARS-
CoV-2-

[ . Plazentarer oxidativer Stress <
Infektion

. Freigabe und Aktivierung von Entziindungsmediatoren

Phase 2 - klinisch L }
Generalisierte systemische
0 Maternales Syndrom ) .
; L Inflammation und endotheliale
(Hypertonie, Proteinurie...) Dvsfunktion
- Fetales Syndrom (IUGR) y
( Early-Onset- Late-Onset |
Praeklampsie Praeklampsie
L <34.SSW 234. SSW )

Abbildung 2: Zusammenfassung der Pathophysiologie und der Risikofaktoren der PE
Eigene Darstellung anlehnend an (Bartsch et al. 2016; Staff 2019; Papageorghiou et al. 2021)

In der folgenden Tabelle 2 sollen einige wichtige Risikofaktoren noch einmal zusammen-
gefasst werden. Die Daten stehen immer im Vergleich zu einer gesunden, nicht von dem
Risikofaktor betroffenen schwangeren Frau. Die Angaben des relativen Risikos dienen

der Verdeutlichung der EinflussgréRen (Bartsch et al. 2016; Papageorghiou et al. 2021).
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Tabelle 2: Auflistung der Risikofaktoren entsprechend ihres relativen Risikos

Abgeéndert nach (Bartsch et al. 2016; Papageorghiou et al. 2021)

Risikofaktor Relatives Risiko (95% Ki)
SARS-CoV-2 Infektion in der Schwangerschaft 1,33 (1,03-1,73)
Maternales Alter >40 Jahre 1,5(1,2-2,0)

Ubergewicht: BMI > 25 kg/m? 2,1(2,0-2,2)

Nulliparitat 2,1(1,9-2,4)

Adipositas: BMI > 30 kg/m? 2,8 (2,6-3,1)

Diabetes mellitus 2 3,7 (3,1-4,3)

Chronischer Hypertonus 5,1 (4,0-6,5)
Vorangegangene Praeklampsie 8,4 (7,1-9,9)

1.7 Langfristige Folgen der Praeklampsie auf das kardiovasku-

lare Risiko fur Mutter und Kind

Maternale Faktoren wie Hypertonus, Diabetes und Adipositas erhéhen sowohl das Ri-
siko fur die Entstehung einer PE als auch fur langfristige kardiovaskulare Erkrankungen.
Daher sind sich die Studien uneinig, inwieweit die PE als ein unabhangiger Risikofaktor
gesehen werden kann (Romundstad et al. 2010; Rasmussen et al. 2015). GrolRe Meta-
Analysen zeigen die PE jedoch als isoliert zu betrachtenden Faktor auf. So haben Mutter
mit einer PE in der Anamnese ein doppelt so hohes Risiko, spater an einer ischamischen
Herzerkrankung zu leiden. Zusatzlich kommt es bei diesen Patientinnen haufiger zu ve-
ndésen Thromboembolien und Schlaganfallen im Vergleich zu Mittern, die nicht an einer
hypertensiven Schwangerschaftserkrankung gelitten haben (Bellamy et al. 2007). Des
Weiteren zeigt sich ein signifikantes Risiko flr eine spater auftretende Nierenerkrankung
(Vikse et al. 2008).

Der langfristige Einfluss einer unglnstig verlaufenden Schwangerschaft auf die Gesund-
heit des Kindes wurde erstmals Ende des 20. Jahrhunderts unter der Bezeichnung Bar-
ker Hypothese festgestellt. Sauglinge mit zu geringem Korpergewicht weisen ein erhéh-
tes isoliertes Risiko auf, im Erwachsenenalter an kardiovaskularen Erkrankungen zu lei-
den. Eine genetische Programmierung scheint dabei eine Rolle zu spielen, wie bis heute
Studien belegen (Barker 1990, 1992; Rudloff et al. 2021). Die PE hat neben den direkten
Folgen einer Frihgeburtlichkeit ebenfalls auch langfristig einen signifikanten Einfluss auf
das kardiovaskulare Risiko des Kindes (Nahum Sacks et al. 2018). So haben Kinder,
deren Mutter in der Schwangerschaft eine PE hatten, im Jugend- und Erwachsenenalter
einen héheren Blutdruck und einen héheren BMI (Davis et al. 2012; Andraweera und

Lassi 2019). Fast doppelt so haufig erleiden sie einen Schlaganfall (Kajantie et al. 2009).
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1.8 Monozyten

Monozyten und Makrophagen sind Leukozyten und werden dem Mononuklearen Pha-
gozytensystem (MPS) zugeordnet (Adams 1976). Sie sind Teil der unspezifischen Im-
munantwort (Vollmar et al. 2013). Erstmals wurde 1939 beobachtet, dass Monozyten ins
Gewebe migrieren und sich zu Makrophagen entwickeln kénnen (Ebert und Florey
1939). Monozyten werden vom Knochenmark abgegeben und zirkulieren ca. 1-3 Tage
im Blut. Einige Monozyten verbleiben im Blut und dienen als Antigen-prasentierende
Zellen (Randolph et al. 2008). Die Ubrigen Monozyten wandern ins Gewebe aus und
differenzieren sich zu Makrophagen oder Dendritischen Zellen (DC=Dendritic Cells) (Im-
hof und Aurrand-Lions 2004; Murphy und Weaver 2018). Monozyten und Makrophagen
spielen eine wichtige Rolle bei der Aufrechterhaltung eines Gleichgewichtes zwischen
protektiver Immunitat und friher Inflammation sowie zwischen Initiierung und Rickbil-
dung der Entzindung. Daflr ist die Fahigkeit der Monozyten, aus den Gefallen ins Ge-

webe zu wandern, essentiell (Gerhardt und Ley 2015).
1.8.1 Monozytensubpopulationen

Monozyten zeigen nach ihrer Morphologie, Antigen-Expression und Funktion eine ge-
wisse Heterogenitat, sodass sie beim Menschen in drei Subpopulationen unterteilt wer-
den kénnen (Gordon und Taylor 2005). Diese Einteilung ist zum aktuellen Zeitpunkt pri-
mar von der Expression der Oberflachenmarker Cluster of Differentiation 14 und 16
(CD14 und CD16) abhangig. Studien zeigen aber auch zahlreiche Unterschiede bezlig-
lich der Expression anderer Molekiile, die fir die Monozytenpolarisation relevant sind
(Passlick et al. 1989; Grage-Griebenow et al. 2001; Gordon und Taylor 2005). Die Ver-
wendung der Begriffe pro- und antiinflammatorische Monozyten wird nicht empfohlen
(Ziegler-Heitbrock et al. 2010).

Monozyten kénnen in Classicals (CD147*/CD16"), Intermediates (CD14**/CD16") und
Non-Classicals (CD14*/CD16"") eingeteilt werden (Ziegler-Heitbrock et al. 2010). 90 %
der im Blut zirkulierenden Monozyten werden den Classicals zugeordnet. Diese besitzen
zahlreiche Rezeptoren fur Chemokine und Adhasionsmolekiile, die ihnen die Moglichkeit
geben, in das Gewebe einzuwandern. Dartiber hinaus exprimieren Classicals CD64, ein
Oberflachenmarker, der die Phagozytose toxischer Stoffe und Zellen erméglicht (Murphy
und Weaver 2018; Welsch et al. 2018). Intermediates scheinen eher einen pro-inflamm-
atorischen Einfluss zu haben (Yang et al. 2014). Es wird beobachtet, dass die Non-Clas-
sicals eine patrouillierende Funktion ausuben; sie registrieren Verletzungen am En-
dothel, wandern aber weniger in das Gewebe ein, sondern vermitteln die Immunreaktion
z.B. Uber die Induktion von Typ-1-T-Helferzellen (Th1-Zellen) (Grage-Griebenow et al.
2001; Murphy und Weaver 2018; Welsch et al. 2018). Es wird vermutet, dass Monozyten
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sehr plastisch sind und ihren jeweiligen Subtyp durch Weiterentwicklung der Oberfla-
chenmerkmale verandern kénnen. Dadurch kann sich auch der jeweilige Anteil der Sub-
populationen verandern. In inflammatorischen Prozessen und Erkrankungen z.B. stellt

man eine Zunahme der Intermediates fest (Yang et al. 2014).

Tabelle 3: Monozytensubpopulationen
Abgeéndert nach (Ziegler-Heitbrock et al. 2010; Yang et al. 2014; Murphy und Weaver 2018)

Classicals Intermediates Non-Classicals
CD14*/CD16 CD14**/CD16" CD14*/CD16™"
Phagozytose Inflammation Patrouillieren

1.9 Verhalten von Monozyten

1.9.1 Monozyten im Rahmen kardiovaskularer Erkrankungen

Es ist vielfach belegt, dass chronische Schadigungen am Endothel, eine Akkumulation
von Lipiden und die Infiltration von Monozyten in die GefalRwande die Basis legen fur die
Entstehung der Atherosklerose (Kumar et al. 2020). Diabetes, Ubergewicht, Adipositas
und Bluthochdruck tragen zu deren Entstehung signifikant bei. Mit Zunahme der athero-
sklerotischen Plaques steigt die Adhasion von inflammatorischen Zellen und die Freiset-
zung von entzindlichen Mediatoren und bewirkt dadurch die weitere Schadigung des
Endothels (Jaipersad et al. 2014; Kumar et al. 2020). In Studien wird eine Zunahme von
CD16" Monozyten bei Testpersonen mit kardiovaskularen Risikofaktoren gezeigt (Zieg-
ler-Heitbrock 2007; Oh et al. 2021).

1.9.2 Monozyten im Rahmen einer SARS-CoV-2 Infektion

Monozyten scheinen einen wichtigen Einfluss auf die generalisierte Entziindung sowie
auf den Zytokinsturm zu haben (Zhou et al. 2020; Liu et al. 2021; Guo et al. 2020). Dies-
bezlglich zeigt eine Arbeitsgruppe, dass die Infektion von Monozyten mit SARS-CoV-2

zur Pyroptose und damit zum Entziindungsgeschehen beitragen (Junqueira et al. 2022).

Zusatzlich kann beobachtet werden, dass sich die Anteile der Monozytensubpopulatio-
nen wahrend einer Infektion verandern. Die Ergebnisse der Studien weichen voneinan-
der ab. Einige zeigen eine Reduktion der Classicals bei gleichzeitiger Zunahme der In-
termediates und Non-Classicals (Zhang et al. 2021; Junqueira et al. 2022). Viele andere
Studien ergeben einen signifikanten Abfall der Non-Classicals bei einem relativen An-
stieg der Classicals (Schulte-Schrepping et al. 2020; Gatti et al. 2020; Vanderbeke et al.
2021; Chen et al. 2021). Weiterhin deutet eine Studie darauf hin, dass sich unter den
Monozyten bei Covid-19 Erkrankten eine Subgruppe (FSC-high; entspricht einer hdhe-
ren Vorwartsstreuung) findet, die signifikant mit einem schlechteren Outcome und einem

héheren Anteil an Intermediates und Non-Classicals assoziiert ist (Zhang et al. 2021).
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1.9.3 Monozyten im Rahmen einer Schwangerschaft

Auch die Schwangerschaft scheint einen Einfluss auf die Monozyten zu haben. Es wird
eine Aktivierung und ein signifikantes Wachstum der gesamten Monozytenpopulation
beobachtet, mit einem relativen Anstieg der Classicals und gleichzeitigem Absinken der
CD16* Monozyten. Ostrogen scheint dabei einen anti-inflammatorischen Effekt auf die
Monozyten zu haben (Vishnyakova et al. 2019; Chen et al. 2022). Andere Studien be-
obachten ein Absinken der Classicals bei einem Anstieg der CD16" Monozyten (Faas et
al. 2014).

1.9.4 Monozyten im Rahmen einer Praeklampsie

Bei Muttern und ihren Kindern beobachtet man im Rahmen der PE eine Aktivierung und
einen Anstieg der Gesamtanzahl der Monozyten sowie eine Veranderung der Monozy-
tensubpopulationen. Es scheinen weniger Classicals und vermehrt Intermediates und
Non-Classicals vorzuliegen (Al-ofi et al. 2012; Vishnyakova et al. 2019; Zhou et al. 2024).
Ein vergleichbares Ergebnis wird von einer anderen Forschungsgruppe berichtet, aller-
dings ausschlielich bei der Unterscheidung zwischen Patientinnen mit einer Late-On-
set-PE und gesunder Kontrolle. Bei der Untersuchung der Early-Onset-PE kann hinge-
gen kein signifikanter Unterschied in den Monozytensubpopulationen festgestellt werden
(Vishnyakova et al. 2022). Im Gegensatz dazu prasentieren neuere Ergebnisse eine ge-
gensatzliche Beobachtung: eine erhéhte Anzahl Classicals und eine reduzierte Anzahl

Non-Classicals in der PE im Vergleich zur gesunden Kontrolle (Zhou et al. 2024).
1.10 Adhasion der Monozyten an das Endothel

Die Migration von mononuklearen Zellen in das Gewebe erfordert auf molekularer Ebene
zahlreiche Interaktionen zwischen den Leukozyten und Endothelzellen. Die Migration
wird durch Zelladhasionsmolekiile, zu denen primar Selektine und Integrine gehoren,
vermittelt (Murphy und Weaver 2018). Selektine sind membranstandige Glykoproteine,
die an Glykoprotein-Liganden binden kénnen. Durch diese Interaktion ermoéglichen sie
den Leukozyten eine lose Bindung und ein Rollen (Rolling) an der Endotheloberflache
und initiieren die Zelladhasionskaskade (Imhof und Aurrand-Lions 2004). Wahrend L-
Selektin auf Leukozyten exprimiert wird, sind P- und E-Selektine auf dem GefalRendothel
zu finden und kénnen dort Effektorzellen an entziindetes Gewebe locken. Fir die Rek-
rutierung von Leukozyten folgt eine feste Adhasion. Diese wird durch verschiedene in-
terzellulare und vaskulare Adhasionsmolekile (ICAM= Intercellular Adhesion Molecule
und VCAM= Vascular Cell Adhesion Molecule) auf dem Endothel und sogenannte In-
tegrine, die sich auf der Oberflache von Leukozyten befinden, vermittelt. ICAM und
VCAM gehdren zur Superfamilie der immunglobulindhnlichen-Proteine (Murphy und
Weaver 2018).
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Zusatzlich tragen Zytokine wie der Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) und Chemokine
(chemotaktische Zytokine) zur Aktivierung der Integrine und zur Diapedese der Immun-
zellen bei. Unter der Diapedese versteht man die Durchquerung des Endothels, die es
Phagozyten ermdglicht, in ein bestimmtes Gewebe zu gelangen (Murphy und Weaver
2018). Der TNF-a spielt dabei eine entscheidende Rolle. Er wird u.a. von aktivierten
Makrophagen freigesetzt. Nach Kontakt mit der Endothelzelle fuhrt der TNF-a innerhalb
von wenigen Stunden zu einer Expression der wichtigen Adhasionsmolekile ICAM,
VCAM, E-Selektin und P-Selektin. Darlber hinaus tragt er zu einer erhéhten Permeabi-
litdt der Gefalie bei (Vollmar et al. 2013).

Adhésives Rollen | Aktivierung | Feste Adhasion

Monozyt

Integrin Integrin

CD11:CD18

C Endothel )¢ \ : )
— — | E/P-Selektin | — I ICAM-1 || veAm-1 | v
(CD54) ; ‘

TNFa ‘ /
Gewebe

®Julia van Dorp M '

Abbildung 3: Ubersicht Adhisionskaskade
Eigene Darstellung anlehnend an (Murphy und Weaver 2018)

.

CD49d:CD29

1.10.1 Adhasionsmolekiile

Die folgende Tabelle 4 zeigt die Selektine und Integrine zusammen mit ihren Liganden
auf. Es wird ein Fokus auf die Adhasionsmolekiile gelegt, die in dieser Arbeit verwendet
wurden, sodass die nachstehende Darstellung keine Vollstandigkeit garantiert (Zuk et
al. 2004; Murphy und Weaver 2018).

Tabelle 4: Ubersicht Integrine und Selektine
Abgeandert nach Zuk et al. 2004 und Murphy und Weaver 2018

Adhésionsmolekiile Exprimierendes Gewebe | Ligand

Selektin E-Selektin/ Aktiviertes Endothel Lewis* =
P-Selektin CD15

Integrin Mac-1 Monozyten, ICAM-1 =
CD11b:CD18 Makrophagen CD54
VLA4 = Monozyten, VCAM-1 =
CD49d:CD29 Makrophagen CD106
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Immunglobulin- ICAM-1 = Aktiviertes Endothel, Mac-1=

Superfamilie CD54 Leukozyten CD11b:CD18
VCAM-1 = Aktiviertes Endothel VLA4 =
CD106 CD49d:CD29

1.10.2 Zusammenfassung der verwendeten Marker und ihrer Eigenschaften

CD14 befindet sich auf myelomonozytischen Zellen und gilt als Rezeptor fir einen Kom-
plex aus Lipopolysaccharid (LPS) und Lipopolysaccharid-bindendem Protein (LBP)
(Murphy und Weaver 2018). LPS ist auf der Oberflache von gramnegativen Bakterien zu
finden und LBP gilt als Akute-Phase-Protein. Als Komplex gebunden kdnnen sie mono-
nukledre Zellen wie Monozyten aktivieren (Gutsmann et al. 2001). Das CD16-Antigen
befindet sich auf Monozyten, Makrophagen, NK-Zellen und Neutrophilen Granulozyten
und vermittelt Gber einen niedrig affinen Fc-Rezeptor die Phagozytose und antikdrperab-
hangige zellvermittelte Zytotoxizitat. CD45 gilt als Panleukozytenmarker, da er sich auf
allen Leukozyten befindet. Er dient der Signalvermittlung Uber den Antigenrezeptor von
B- und T-Zellen (Murphy und Weaver 2018). Die Rolle der vier verwendeten Adh&sions-
marker wurde schon zuvor geschildert und wird an dieser Stelle nicht erneut beschrie-

ben.

Tabelle 5: Auflistung der verwendeten Cluster of Differentiation Marker und ihrer Eigenschaften

Abgeandert nach (Zuk et al. 2004; Murphy und Weaver 2018)

Antikorper | Andere Bezeichnung Eigenschaften
CD14 / Aktivierung der Monozyten
CD15 Lewis*/ Le* Bindet an E- und P-Selektin
= Aktives Rollen
CD16 FcyRIII Phagozytose und Zytotoxizitat
CD18 Mac-1 (Makrophagen-1-Antigen) | Integrin; Bindet an ICAM-1
= Feste Adhasion
CD45 LCA (Leucocyte Common Anti- | Panleukozytenmarker, Signalver-
gen) mittlung von Lymphozyten
CD49d VLA-4 (Very Late Antigen-4) Integrin; Bindet an VCAM-1
= Feste Adhasion
CD54 ICAM-1 Bindet an Mac-1
= Feste Adhasion

1.10.3 Verhalten der Adhdasionsmolekiile im Kontext kardiovaskularer Erkrankun-
gen, einer SARS-CoV-2 Infektion und einer PE

Wie zuvor beschrieben, tragen kardiovaskulare Risikofaktoren signifikant zur Diapedese
von Monozyten und damit zur Entstehung einer Atherosklerose bei. Hierfir spielen Ad-

hasionsmarker wie ICAM-1 und VCAM-1 eine Schlusselrolle (Jaipersad et al. 2014).
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Studien zeigen bei einer Covid-19 Erkrankung einen Anstieg von VCAM-1 und TNF-a,
der zu einer weiteren Aktivierung der Adhasionsmolekile fiihrt, sowie einen verminder-
ten Anteil an PIGF (Palomo et al. 2022).

Im Rahmen der PE beobachtet man einen signifikanten Anstieg der Adhasionsmarker
wie VCAM-1. Dieser Anstieg ist jedoch geringer als bei einer schweren Covid-19 Erkran-
kung. Der PIGF ist ebenso reduziert und die sFlt-1 erhdht (Krauss et al. 1997; Palomo
et al. 2022). Dieses Ungleichgewicht scheint einen wichtigen Einfluss auf die generali-

sierte endotheliale Dysfunktion zu haben (Maynard et al. 2008).
1.11 Monozyten im Rahmen der Versuche

1.11.1 PBMCs und PBMC-Isolation

Monozyten werden neben den Lymphozyten (T-Zellen, B-Zellen und NK-Zellen) und den
dendritischen Zellen als humane mononukledre Zellen des peripheren Blutes (PBMCs=
Peripheral Blood Mononuclear Cells) zusammengefasst. Verschiedene physiologische
und pathologische Einflussgréfien kénnen die Anzahl und die Eigenschaften dieser mo-
nonuklearen Immunzellen beeinflussen. PBMCs kdnnen Uber eine Dichtegradienten-
Zentrifugation aus dem Vollblut isoliert werden (Kleiveland 2015). Diese Isolation wird

im Kapitel 3.2 naher beschrieben.
1.11.2 Detektion von Erythroblasten bei der PBMC-Isolation

Bei Neugeborenen kdnnen sich physiologischerweise im peripheren Blut kernhaltige
Erythrozytenvorstufen, sogenannte Erythroblasten (NRBCs=Nucleated Reed Blood
Cells), finden. Grinde fur erh6hte NRBCs-Werte kdnnen neben physiologischen Ursa-
chen auch u.a. eine Frihgeburtlichkeit, Wachstumsretardierung, PE oder ein maternaler
Diabetes sein. Kénnen Erythroblasten bei Schwangeren im peripheren Blut nachgewie-
sen werden, stammen die Zellen meist vom Kind und sind dann als physiologisch zu
betrachten. NRBCs werden relativ zur Anzahl der weiflien Blutzellen (WBC=White Blood
Cells) angegeben (Green und Mimouni 1990; Hermansen 2001; Mavrou et al. 2007;
DGGG 2024a). Da die GroRRe, der Kern und die Dichte der Erythroblasten denen von
Lymphozyten sehr ahneln, kdnnen sich bei der PBMC-Isolation auch NRBCs im selben
Dichtegradienten befinden (Sysmex 2012). Zur sicheren Differenzierung zwischen
NRBCs und Lymphozyten kénnen die Zellen zu einem spateren Zeitpunkt mit dem Anti-
korper CD45, einem Panleukozytenmarker, angefarbt werden. Dieser ist nur auf Lym-
phozyten und nicht auf Erythrozyten und ihren Vorstufen exprimiert und ermdglicht so

eine Differenzierung und positive Selektion (Lewis et al. 1996).
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2 Fragestellung und Zielsetzung

Die Rolle von Monozyten im Rahmen der PE ist noch unzureichend erforscht. Inwieweit
sie zur endothelialen Dysfunktion und einem langfristigen Schaden an der Gefaltwand
beitragen, ist noch unklar. Mit dieser Arbeit sollen die inflammatorischen und adhasiven
Eigenschaften der Monozyten naher untersucht werden und dabei der Einfluss von kar-
diovaskularen Erkrankungen, der PE und der SARS-CoV-2 Infektion berucksichtigt wer-
den. Dadurch soll nicht nur zum Verstandnis der Erkrankung, sondern auch zur Erkla-

rung der langfristigen Folgen der Erkrankung ein Beitrag geleistet werden.

2.1 Ziel 1: Analyse des Vollbluts im Hamatologie-Analysator der

Firma Sysmex sowie Zellzahl-Analyse der PBMCs

Zu Beginn soll eine quantitative Messung der Monozyten im Vollblut erfolgen und ins
Verhaltnis zur entbundenen SSW gestellt werden. Hierbei sollen die fetalen Erythroblas-
ten eindeutig detektiert und von den Monozyten getrennt betrachtet werden. Neben den
Monozyten soll auch die gesamte PBMC-Population quantifiziert und ins Verhaltnis zur

jeweiligen SSW bei Entbindung und der Kohorte gesetzt werden.

2.2 Ziel 2: Typisierung maternaler und fetaler Monozytensubpo-

pulationen

Mithilfe der Durchflusszytometrie sollen die maternal und fetal isolierten Monozyten auf
Basis der Oberflachenmarker CD14 und CD16 in ihre drei Subpopulationen Classicals,
Intermediates und Non-Classicals differenziert werden. Basierend auf der Phanotypisie-
rung soll die Verteilung der Populationen zwischen den Patientinnengruppen untersucht

werden.

2.3 Ziel 3: Vergleich maternaler und fetaler Monozyten hinsicht-

lich ihrer Adhasionsmarker

AnschlieRend sollen in der Durchflusszytometrie die adhasiven Eigenschaften naher be-

trachtet werden. Hierbei werden die Marker CD15, CD18, CD49d und CD54 verwendet.

2.4 Ziel 4: Charakterisierung maternaler und fetaler Monozyten-
subpopulationen in Bezug auf ihre adhasiven Marker

Sodann sollen die Analysen aus Ziel 2 und 3 kombiniert werden. Um weitere Hinweise

Uber das Adhasionsverhalten der einzelnen Subpopulationen zu erhalten, werden die

einzelnen Adhasionsmarker auf der Zelloberflache von Classicals, Intermediates und

Non-Classicals naher untersucht.
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2.5 Ziel 5: Untersuchung des Einflusses einer SARS-CoV-2 In-
fektion auf die Monozyten und Adhasionsmarker sowie der

Rolle der Infektion in der Pathophysiologie der PE
Schlieflich soll untersucht werden, ob sich im Vergleich zu der Kontrolle und der PE
Unterschiede in den adhasiven und inflammatorischen Eigenschaften in der Z.n. Covid

Gruppe zeigen lassen. Insbesondere der Einfluss einer SARS-CoV-2 Infektion auf die

Entstehung der PE soll beleuchtet werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1

Gerate und Verbrauchsmaterialien

Tabelle 6: Auflistung der verwendeten Gerate und Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung

Firma

50 Well Centrifuge Tube Rack Holder

MUHWA Scientific (Shanghai, China)

Alufolie

Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutsch-
land)

Duchflusszytometer BD FACSCanto™

BD Biosciences (Franklin Lakes, USA)

Eismaschine (AF103)

Scotsman Ice Systems (Milan, Italien)

Eismaschine

Ziegra (Isernhagen, Deutschland)

FACS Tubes (Falcon) 5ml

Corning Life Sciences (Corning, USA)

Falcon 50ml Conical Centrifuge
Tubes sterile

Corning Life Sciences (Corning, USA)

Kihl- und Gefrierschrank

Liebherr (Bulle, Schweiz)

Kihlschrank

Robert Bosch GmbH (Gerlingen-Schiller-
hohe, Deutschland)

Mikroskop (Axiovert 200)

Zeiss (Oberkochen, Deutschland)

Neubauer-Zahlkammer

Marienfeld (Lauda-Konigshofen,
Deutschland)

Parafilm M

Bemis Company (Wisconsin, USA)

Pipetten;
2,5ul, 10pl, 100ul, 200pl, 1ml

Eppendorf SE (Hamburg, Deutschland)

Pipettenspitzen (epT.I.P.S);
200ul, 1ml

Eppendorf SE (Hamburg, Deutschland)

Pipettierhelfer (accu-jet pro)

Brand (Wertheim, Deutschland)

Pursept® A Xpress disinfection

Schulke&Mar GmbH (Norderstedt,
Deutschland)

Safe-Lock Tubes; 1,5ml, amber

Eppendorf SE (Hamburg, Deutschland)

Safe-Lock Tubes; 1,5ml, durchsichtig

Eppendorf SE (Hamburg, Deutschland)

Schott DURAN® Laborglasflasche 11 mit
Schraubverschluss

DVK Life Sciences (Mainz, Deutschland)

S-Monovette® K3 EDTA

Sarstedt (NUmbrecht, Deutschland)

Stripette; 10ml, 50ml

Corning Life Sciences (Corning, USA)

Sysmex XN-V Series XN-1000

Sysmex (Norderstedt, Deutschland)

Vasco Nitril Untersuchungshandschuhe

B Braun SE (Melsungen, Deutschland)

Vortexer (Vortex Genie 2)

Bender & Hobein (Zirich, Schweiz)

Zentrifuge (5810R)

Eppendorf SE (Hamburg, Deutschland)

Zentrifuge (Rotina 420R)

Hettich GmbH & Co. KG (Tuttlingen,
Deutschland)

3.1.2 Chemikalien

Tabelle 7: Auflistung der verwendeten Chemikalien

Bezeichnung Firma Bestellnummer
3 % Essigsaure mit Stemcell Technologies (Vancouver, Ka- | 07060
Methylenblau nada)

Albumin Fraktion V Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) 8076.4
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BD™ CompBeads Set | BD Biosciences (Franklin Lakes, USA) 552843

Anti-Mouse Ig, K

EDTA 0,5M Merck KGaA (Sigma-Aldrich®) (Darm- 03690-100ml
stadt, Deutschland)

Gibco™ 10xPBS ThermoFisher Scientific (Waltham, USA) | 70011-036

Gibco™ D-PBS ThermoFisher Scientific (Waltham, USA) | 14190144

Gibco™ D-PBS ThermoFisher Scientific (Waltham, USA) | 14190-094

Lymphosep c-c-pro (Oberdorla, Deutschland) PL-15-L

3.1.3 Hergestellte Verdiinnungen, Puffer und L6sungen

Tabelle 8: Auflistung der hergestellten Verdiinnungen, Puffer und Lésungen

Bezeichnung

Herstellung

0,3 % Methylenblau

1ml 3 % Methylenblau in 9ml D-PBS

FACS-Puffer

500mI D-PBS + 2,5g Albumin + 9,95ml EDTA

PBS 1x

100mlI D-PBS in 900ml Aqua dest.

3.1.4 Antikorper und Farbstoffe

Tabelle 9: Auflistung der verwendeten Antikérper und Farbstoffe

Anti- Farbe Firma Isotyp Clone Bestell- Verwen-
koérper nummer | dete Kon-
zentration
CD14 BV421 | Biolegend Mouse HCD14 | 325616 5x1072 ug/ul
IgG1, K
CD16 APC Biolegend Mouse 3G8 302011 6x10™* ug/ul
IgG1, K
CD45 FITC Biolegend Mouse HI30 304006 2x10-3
IgG1, K pg/ul
CD15 PerCP | Biolegend Mouse WeD3 323018 4x10-3
IgG1, K pg/ul
CD54 PerCP/ | Biolegend Mouse HAS58 353120 4x10-3
Cy5.5 IgG1, K pg/ul
CD18 PerCP/ | Biolegend Mouse CBR 366316 2x10-3
Cy5.5 IgG1, Kk | LFA-1/2 pg/ul
CD49d PerCP/ | Biolegend Mouse 9F10 304312 2x10-3
Cy5.5 IgG1, K pg/ul
7AAD PE BD 51- 5x10* ug/ul
Biosciences 68981E

3.1.5 Programme und Software

Tabelle 10: Auflistung der verwendeten Programme und Software

Programm oder Software Version

Citavi 6.18

FACS Diva Software 6.1.3

Flow Jo 10.10

Graph Pad Prism 10.2.2

Microsoft PowerPoint Microsoft Office Home and Student 2021
SPSS 28
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3.2 Methoden

3.2.1 Probengewinnung

Schwangeren Muttern wurden nach eingeholtem Einverstandnis vor Entbindung Gber
einen peripheren Venenzugang ca. 9ml Blut in einer EDTA-Monovette abgenommen.
Direkt nach der Entbindung wurde aus den Nabelschnurgefafien ebenfalls Blut enthom-
men. Dabei wurde versucht, ebenfalls 9ml Blut zu gewinnen, was aufgrund kollaptischer
Gefalle und/ oder sehr kleinen kurzen Nabelschnuren in frihen Schwangerschaftswo-
chen und/ oder weiterer klinisch wichtiger Diagnostik nicht immer mdglich war. Fir die
Versuche bendtigte man mindestens 2ml Vollblut. Die Blutentnahme wurde von klini-
schem Personal des Kreissaals des Klinikums der LMU Miinchen durchgefihrt. Die Pro-
ben wurden anschlieRend direkt verarbeitet oder bis zur Verarbeitung im Kuhlschrank

fur maximal 24h gelagert.
3.2.2 Patientinnenkollektiv

Das schriftliche Einverstandnis wurde nach ausfuhrlicher Aufklarung aller Patientinnen
eingeholt. Die Mdglichkeit, zu jedem Zeitpunkt aus der Studie wieder auszutreten, wurde
ebenfalls angeboten. Alle Versuche, an denen Testpersonen beteiligt waren, entspra-
chen den ethischen Standards der WMA-Deklaration von Helsinki von 1964 und ihren
spateren Anpassungen. Ein positives Ethikvotum durch die Ethikkommission der Lud-

wig-Maximilians-Universitat Miinchen lag vor (Referenznummer:19-303).

Maternales und fetales EDTA-Blut aus den Nabelschnurgefaflien wurde fir die Verarbei-
tung und weitere Untersuchung verwendet, die Ergebnisse wurden statistisch analysiert.
Von 74 Muttern und 68 Kindern wurde das Vollblut fir die hdmatologische Analyse der
Firma Sysmex verwendet. Von 81 Miuttern und 70 Kindern wurden PBMCs gewonnen

und in der Durchflusszytometrie analysiert.

Die Ein- und Ausschlusskriterien fir das Kollektiv sind in Tabelle 11 aufgelistet. Die sta-
tistische Analyse des Kollektivs der Vollblut-Analyse Tabelle 13, sowie der PBMC-Isola-
tion Tabelle 14 sind im Kapitel 4.1 dargestellt. Zur Berechnung wurde der Kruskal-Wallis-

Test verwendet.

Im Rahmen der Covid-19 Pandemie wurde beobachtet, dass eine Infektion mit SARS-
CoV-2 in der Schwangerschaft einen weiteren Risikofaktor fur die Entstehung der PE
darstellte. Daher wurde fir eine weitere Vergleichsgruppe Blut von Muttern und Kindern
entnommen, bei denen eine PCR-gesicherte Covid-19 Erkrankung in der Schwanger-
schaft aufgetreten war. Diese Gruppe wird als Zustand nach Covid (Z.n. Covid) bezeich-
net. Es wurde auflerdem Blut von Muttern und ihren Kindern untersucht, die zum Zeit-
punkt der Geburt eine PCR gesicherte SARS-CoV-2 Infektion hatten. Da im Labor
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hdchste SicherheitsmalRhahmen eingehalten und Teile des Labors fur die Isolation und
Analyse der Zellen gesperrt werden mussten, konnte bei den Proben von akut infizierten
Patientinnen nicht die maximale Lagerungszeit fur Proben von 24h eingehalten werden,
weshalb diese Proben nicht in die folgende Auswertung eingegangen sind. Weiterhin
galten zum damaligen Zeitpunkt der Probensammlung noch duferste Vorsicht und ma-
ximale Kontaktbeschrankungen, weswegen zusatzliche Blutabnahmen und Aufklarun-

gen auf ein Minimum reduziert wurden.

Das Kollektiv der Patientinnen wurde in sechs verschiedene Gruppen unterteilt:

1) Gesunde Patientinnen (Kontrolle)

2) Patientinnen mit einer PE (PE)

3) Patientinnen mit kvRF (kvRF)

4) Patientinnen mit einer PE und kvRF (PE + kvRF)

5) Patientinnen mit einer SARS-CoV-2 Infektion in der Schwangerschaft (Z.n. Covid)

6) Patientinnen mit einer SARS-CoV-2 Infektion in der Schwangerschaft und einer PE
(PE + Z.n. Covid)

Tabelle 11: Auflistung der Ein- und Ausschlusskriterien fiir das Kollektiv

Gruppe | Kontrolle PE kvRF PE + kvRF | Z.n.
Kriterium Covid

Allgemeine Vaginale Entbindung oder Kaiserschnitt
Einschlusskriterien Einlings- oder Mehrlingsschwangerschaft

Nullipara oder Pluripara

Neugeborenes mannlich oder weiblich
Reifes Neugeborenes =237+0

Lagerung der Probe im Kihlschrank bei 4°
Verarbeitung der Probe <24h nach Geburt

Jedes Alter der Mutter
Allgemeine Wassergeburt
Ausschlusskriterien PROM

Antibiotikatherapie unter der Geburt

Lagerung der Probe auf3erhalb des Kiihlschranks
Verarbeitung der Probe >24h nach Geburt
SARS-CoV-2 Infektion wahrend der Geburt

CMV+

Fehlbildungen, genetische Mutationen und sonstige
Erkrankungen des Neugeborenen

Spezifische
- Einschlusskriterien: v
- Ausschlusskriterien: X

Unreifes Neugeborenes X v X v X
<37+0
PE X v X v X
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kvRF (Adipositas, Arterielle | X X
Hypertonie, SIH, DM2,
GDM)

SARS-CoV-2 Infektion in
der Schwangerschaft

IUGR

Grines Fruchtwasser
Fieber/ Infektion der Mutter
unter der Geburt

GBS+

Poly- oder Oligohydramnion
Intensivpflichtigkeit des
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Autoimmunerkrankungen
der Mutter
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3.2.3 PBMC-Isolation

Es wurden 5-7ml Blut von schwangeren Patientinnen mittels vendser Punktion oder
durch Punktion der Nabelschnurvene postpartal gewonnen. Da aus den Nabelschniren
in einzelnen Fallen weniger Blut entnommen werden konnte, wurde die PBMC-Isolation
auch mit geringeren Mengen Blut durchgefiihrt. Die FACS-Analyse wurde nur durchge-

fahrt, wenn mindestens 500.000 Zellen isoliert werden konnten.

Das entnommene Vollblut wurde im Verhaltnis 1:4,45 mit PBS in einem 50ml Falcon
gemischt. Das Blut-PBS-Gemisch wurde anschlieRend auf zwei 50ml Falcons, die mit
Lymphosep befiillt waren, im 1:1 Verhaltnis langsam geschichtet. Dabei wurde stets da-

rauf geachtet, dass sich die beiden Schichten nicht vermischen.

Als nachstes wurden die Falcons in der Zentrifuge der Firma Hettich fir 20min ohne
Bremse bei Raumtemperatur (RT) und 939rcf zentrifugiert. Die Dichte von Lymphosep
(1,077 g/ml) ermdglichte eine Auftrennung der Blutbestandteile nach ihrer spezifischen
Dichte. Dadurch wurden Erythrozyten und die meisten Granulozyten, die eine hdhere
Dichte besitzen, auf den Boden abzentrifugiert und sammelten sich im Niederschlag
(Pellet). Die PBMCs schwammen als milchig triber Ring (Interphase) zwischen dem
Trennmedium und dem Plasma. Die Interphase wurde mit einer 100ul Pipette vorsichtig

entnommen und in einem Falcon mit 50ml PBS suspendiert.

Ab diesem Schritt wurde auf Eis gearbeitet. Die Suspension wurde fir 10min mit Bremse
bei 4°C und 528rcf zentrifugiert. Der Uberstand wurde entnommen und die Zellen ein
weiteres Mal mit 20ml PBS bei gleicher Einstellung der Zentrifuge von kontaminierenden
Zelltrimmern gereinigt. Der Uberstand wurde entnommen, die isolierten PBMCs in 1ml

FACS-Puffer geldst, in ein FACS-Tube transferiert und auf Eis gelagert.
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Abbildung 4: Grafische Darstellung der PBMC-Isolation

Eigene Darstellung

Bei der Isolation von PBMCs von Neu- und insb. Frihgeborenen fanden sich zusatzlich
NRBCs oberhalb der Lymphosep-Schicht (Abbildung 5A). Diese konnten im FACS mit-
tels des Panleukozytenmarkers CD45, sicher exkludiert werden (Abbildung 5B).

A B
A
/ Plasma
PBMCs mit g 150K:
NRBCs % 100K % &
Lymphosep 50KS W
Granulozyten 0100 10* o
CD45

Erythrozyten

Abbildung 5: PBMC-Isolation: Exklusion der NRBCs in der Durchflusszytometrie

(A) Eigene Darstellung und Foto (B) Exklusion CD45° NRBCs in der Durchflusszytometrie (Entbindung des
Kindes (PE) bei 27+5 SSW)

3.2.4 Zellzihlung

Zur Zahlung der Immunzellen wurden 10pl der in FACS-Puffer suspendierten PBMCs im
Verhaltnis 1:20 in 100l Methylenblau und 90ul FACS-Puffer geldst. Die Zellsuspension
wurde langsam in die Neubauer-Zahlkammer gegeben. Methylenblau durchdringt nur
beschadigte Zellmembranen und farbt daher ausschliellich tote Zellen blau an. Unter
dem Mikroskop wurden alle lebenden Zellen der vier GroRRquadranten ausgezahlt und

der Mittelwert berechnet.

Die Zellzahl pro ml Suspension berechnet sich aus der Formel:

Zellzahl

oy R Mittelwert pro GroRquadrant x Verdinnungsfaktor x 10*
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3.2.5 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie (FACS = Fluorescence Activated Cell Sorting) ermoglicht
durch spezifische Fluoreszenz- und Streulichteigenschaften die quantitative Analyse von

suspendierten Einzelzellen.

Die zu untersuchenden Zellen werden fur die Zellanalyse nach dem Antigen-Antikorper-
Prinzip mit monoklonalen Antikérpern inkubiert, an die ein Fluorochrom (fluoreszierender
Farbstoff) gebunden ist. Jede Zelle wird in einem FlUssigkeitsstrom an einem Laser einer
bestimmten Wellenlange vorbeigeleitet. Bei spezifischer Anregung der Elektronen des
Fluorochroms werden diese auf ein charakteristisches Energieniveau angehoben. Beim
anschlieffenden Abfall auf ihr urspringliches Niveau senden die Elektronen Energie in
Form von Photonen aus. Diese Emission von Licht wird Fluoreszenz genannt. Ein Pho-
todetektor registriert die emittierte Energie, die proportional zur Menge an gebundenen
Antikdrpern pro Zelle ist. Zusatzlich kdnnen Uber das Vorwartsstreulicht (Forward Scatter
(FSC)) und Seitwartsstreulicht (Side Scatter (SSC)) Aussagen Uber die Grélke und Gra-

nularitat der Zelle getroffen werden.

Alle Versuche wurden am BD FACSCanto |l Durchflusszytometer des Herstellers BD

Biosciences in der 7-Farb-Variante mit drei Lasern durchgeflhrt.
3.2.6 FACS-Kompensation

Fir die Kompensation wurde die FACS-Diva-Software des Gerates verwendet und die
Kompensationsmatrix wurde in FlowJo berechnet. RegelmaRig wurden neue Kompen-
sationen durchgefiihrt. Als Grundlage flir die Kompensation diente die Einzelfarbung der
Kompensationsbeads. Diese Beads zeigen eine einheitlichere Autofluoreszenz als Zel-
len. Als Kontrolle zur Unterscheidung von positiven Populationen und Uberlappung der
Fluoreszenzen wurde das Prinzip der FMO (fluorescence minus one) verwendet. Zu-
satzlich dienten ungefarbte (unstained) Kontrollen zur Bestimmung der Autofluoreszenz.

Auf die Verwendung von Isotypen konnte verzichtet werden.

»

Histogramm

T . CD15+
T 0t T

v

Abbildung 6: Histogram-Overlay fiir unstained, FMO, Kompensationsbeads und full-stained (CD15+)

CD15+ Zellen kdnnen mit Hilfe des Overlays und der ,Overton-kumulative Histogramm-Subtraktion“ sicher
abgegrenzt werden
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Bei der Vorbereitung wurde weitgehend das Protokoll des Herstellers eingehalten. Die
Beads wurden vor Verwendung gevortext. Fir jedes verwendete Fluorochrom und zu-
satzlich einer unstained-Kontrolle wurde ein FACS-Tube beschriftet und mit je 100ul
FACS-Puffer und je einem Tropfen der Anti-Mouse und der Negative Control Beads be-
fallt. Daraufhin wurden 0,5pl der spater fur die Farbung verwendeten Fluorochrome da-
zugegeben. Die Tubes wurden mit Alufolie bedeckt und fir 20min bei 4°C im Kuhl-
schrank inkubiert. Nach der Inkubation wurde pro Tube 1ml FACS-Puffer hinzugegeben
und die Suspension in der Zentrifuge fur Smin mit Bremse bei 4°C und 320rcf von unge-
bundenen Uberschissigen Antikérpern gereinigt. Die Beads wurden mit 500ul FACS-
Puffer suspendiert und bis zur Verwendung mit Alufolie bedeckt und auf Eis gelagert. Es

wurden je 5000 Zellen (Events) aufgenommen.
3.2.7 Oberflachenfarbung der PBMCs

Im Anschluss an die Isolation der PBMCs erfolgte in FACS-Tubes die Oberflachenfar-
bung. Es wurde stets auf Eis gearbeitet und die Fluorochrome wurden durch Alufolie vor
Licht geschutzt. Soweit moglich wurde im Dunklen gearbeitet. Fur jeden zu untersuchen-
den Adhasionsmarker wurde ein eigenes Antikérper-PBS-Gemisch (Mastermix) vorbe-

reitet.

1 Million Zellen wurden auf die vier FACS-Tubes aufgeteilt und mit 1ml FACS-Puffer flr
5min mit Bremse bei 4°C und 320rcf gewaschen. Der Uberstand wurde entnommen, und
zum verbleibenden Volumen wurden 50ul des Mastermixes hinzugegeben. Die Zellen
wurden fur 20min bei 4°C im Kuhlschrank inkubiert. 1ml FACS-Puffer wurde anschlie-
Rend hinzugeben, die Suspension bei gleichen Einstellungen zentrifugiert und der Uber-
stand verworfen. Die nun gefarbten Zellen wurden bis zur FACS-Analyse im Kihlschrank
inkubiert.

Tabelle 12: Ubersicht des verwendeten Mastermixes fiir die FACS-Analyse

Anti- Fluorochrom | Full-stai- Full-stai- Full-stained | Full-stained
korper ned CD15 ned CD54 | CD18 CD49d
CD14 BV421 0,5ul 0,5ul 0,5ul 0,5l
CD16 APC 0,2ul 0,2ul 0,2ul 0,2l
CD45 FITC 0,5ul 0,5ul 0,5ul 0,5l
CD15 PerCP 0,5ul / / /

CD54 PerCP/Cy5.5 / 0,5ul / /
CD18 PerCP/Cy5.5 / / 0,5ul /
CD49d | PerCP/Cy5.5 / / / 0,5l
7AAD PE 0,5ul 0,5ul 0,5ul 0,5l
FACS- |/ 50ul 50ul 50ul 50ul
Puffer
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3.2.8 FACS-Analyse

Nach Reinigung des Gerates und Einstellung der spezifischen Spannung (Voltage) wur-
den je 100.000 Einzelzellen gemessen. Die FACS-Analyse erfolgte an aus EDTA-Blut

gewonnenen PBMCs.
3.2.9 Auswertung der Daten und Gating-Strategie

Die Datenanalyse erfolgte mit FlowJo, erganzt durch grafische Nachbearbeitung in

Microsoft PowerPoint, falls erforderlich.

Das Gating spielte eine zentrale Rolle, um spezifische Zellpopulationen zu identifizieren
und unerwilnschte Zelltypen sowie tote Zellen auszuschlielen. Ziel war die Fokussie-

rung auf Monozyten innerhalb der isolierten PBMCs.

Im Folgenden wird die verwendete Gating-Strategie anhand des Adhasionsmarkers
CD15, exemplarisch fiir die anderen drei verwendeten Marker CD54, CD18 und CD49d,
dargestellt und erlautert. Die ersten flinf Schritte gelten als Basis-Gating. Dieses visuali-

siert die in FlowJo erstellte Abbildung 7.

1) GroRe und Granularitat: Die Zellen wurden mittels Forward Scatter Flache (FSC-A)
und Side Scatter Flache (SSC-A) aufgetragen, um Zelltrimmer mit niedriger FSC-A

und SSC-A auszuschlielen. Die Monozytenpopulation wurde selektiert.

2) Einzelzellauswahl: Die Zellaggregate wurden mittels FSC-A gegen Breite (FSC-W)

exkludiert, um einzelne Zellen (Single Cells) zu selektieren.

3) Lebende Zellen: Der Lebend-Tod-Marker 7AAD wurde gegen SSC-A aufgetragen.
Tote Zellen, die 7AAD aufnehmen, wurden ausgeschlossen, so dass nur 7AAD-ne-

gative Zellen in die Analyse einbezogen wurden.

4) Reinheit der Leukozyten: Der Panleukozyten-Marker CD45 wurde gegen SSC-A dar-
gestellt, um noch verbliebene Erythrozyten, insb. unreife Vorstufen, zu eliminieren.

CDA45" Zellen wurden ausgewahlt.

5) Reinheit der Monozyten: Die Lymphozyten innerhalb der selektierten Monozytenpo-
pulation, erkennbar an CD167/CD14", konnten im nachsten Schritt in der CD16/CD14

Darstellung exkludiert werden.
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Abbildung 7: Basis Gating-Strategie mit FlowJo

Eigene Darstellung aus Patientinnenkollektiv
Ab diesem Schritt beginnen drei unterschiedliche Gating-Strategien, um drei verschie-

dene Fragestellungen zu beantworten:

1) In der CD16/CD14 Darstellung wurden die ausgewahlten Monozyten in ihre Subpo-

pulationen Classicals, Intermediates und Non-Classicals aufgeteilt.

2) Der Adhasionsmarker, in diesem Beispiel CD15, wurde gegen SSC-A aufgetragen,
um den prozentualen Anteil der Monozyten zu erfassen, die diesen Marker auf der

Oberflache exprimieren.

3) Aus den resultierenden Subpopulationen wurde nun in einem CD15/SSC-A Plot ana-

lysiert, wie der Adhasionsmarker auf Classicals, Intermediates und Non-Classicals

Classicals Intermediates

‘ ' Non-
Classicals

CD16-APC

exprimiert wird.
Monozyten
Monozyten

5| s ™

o
FSC-A FSC-A 7AAD-PE CD45-FITC CD16-APC
Lymphozyten 2
CD14-CD16-

CD14-BV421

SSC-A
FSC-W
SSCA
SSCA
CD45+
D14-BV421

2
°
o
o
2
3

SSCA

By \B

CD15PerCp

Abbildung 8: Schematische Ubersicht der gesamten Gating-Strategie

Eigene Darstellung

Die Backgating-Strategie validierte die verwendete Gating-Strategie. Dadurch konnten
CD45 NRBCs sowie CD167/CD14- Lymphozyten ihrer Population zugeordnet und sicher
exkludiert werden. Zur Darstellung der Fluoreszenzintensitat (x-Achse) (Skala: log; -103
— 10°) gegenlber der Anzahl der erfassten Ereignisse (y-Achse) wurde bei den Oberfla-
chenmarkern zusatzlich die Histogramm—-Einparameterdarstellung angewandt. Die Zell-
zahl und damit die Peak-Intensitat des Histogramms ist abhangig von der absoluten Mo-
nozyten-Zellzahl pro 100.000 analysierter PBMCs. Die Daten wurden anschaulich in der
Histogram-Overlay-Darstellung visualisiert, wahrend Contour Plot, Density Plot und

Zebra Plot die korrekte Populationsabgrenzung in FlowJo unterstitzten.
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3.2.10 Hamatologie-Analysator

Die Blutprobe (100 ul) wurde vor der Analyse im Hamatologie-Analysator der Firma Sys-
mex 10min bei RT erwarmt und durch mehrfaches Wenden der Monovette homogeni-

siert.

Im Fokus der Analyse stand der absolute Anteil der Monozyten im Vollblut. Als Refe-
renzbereiche wurden humane altersabhangige Werte herangezogen, die die Firma Sys-
mex verdffentlichte und sich auf (Herklotz et al. 2006) beziehen. Die Werte des verwen-
deten Kollektivs befanden sich bei maternalen und fetalen Proben in diesem Referenz-

bereich.

Der Hamatologie-Analysator analysierte die einzelnen Leukozyten eindeutig. Folgende
Darstellung (Abbildung 9) zeigt beispielhaft zwei Messkanale, die der Analysator aus-
gab. Das WDF-Scattergramm (WBC Differential Fluorescence) diente der Differenzie-
rung der weil’en Blutzellen. Im WNR-Scattergramm (WBC and Nucleated Red cells)
wurden die weil3en Blutzellen von den basophilen Granulozyten und den nuklearen roten

Zellen abgegrenzt.

WNR
g Basophile
Monozyten Granulozyten
Lymphozyten WBC
Neutrophile und Zelldebris
Basophile
Granulozyten

Abbildung 9: Beispiel physiologischer WDF- und WNR- Messkanal

Eigene Darstellung aus Patientinnenkollektiv

Der Hamatologie-Analysator detektierte zusatzlich Erythroblasten prazise (Sysmex
2012). Die folgende Darstellung (Abbildung 10) zeigt exemplarisch ein WDF- und ein
WNR-Scattergramm mit NRBCs im Vollblut. Im WDF-Scattergramm finden sich die
NRBCs zusammen mit den Lymphozyten. Im WNR-Scattergramm kénnen NRBCs von

Leukozyten eindeutig abgegrenzt werden.
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Abbildung 10: Beispiel WDF- und WNR-Messkanal mit NRBCs

Eigene Darstellung aus Patientinnenkollektiv
3.2.11 Statistische Analyse

Die statistische Auswertung wurde mit der Software SPSS (Version 28) durchgefihrt.
Zur Testung auf Normalverteilung wurde der Shapiro-Wilk Test durchgefiihrt. Da es sich
bei den Ergebnissen um unabhangige, nicht normalverteilte Variablen handelt, wurde
als zweiseitiger nicht-parametrischer Test der Kruskal-Wallis-Test durchgefuhrt. Um die
Verteilung der Ergebnisse und die Streuung zu visualisieren, dienten Boxplots, die den
Median, das Minimum und das Maximum aufzeigten. Median + Standardabweichung
wurden zusatzlich bei signifikanten Unterschieden berechnet und angegeben. Um die
bivariate, lineare Korrelation zweier Variablen zu untersuchen, wurde die Rangkorrelati-
onsanalyse nach Pearson verwendet. Die Kollektivauswertung wird mit Mittelwert +
Standardabweichung angegeben. Zur Signifikanzberechnung wurde a=0,05 definiert.
Signifikanzen (p< 0,05) wurden mit einem * markiert. Hoch signifikante (p< 0,01) Daten

wurden mit ** und héchst signifikante (p<0,001) mit *** gekennzeichnet.
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4 Ergebnisse

4.1 Patientinnenkollektiv

Die folgenden beiden Tabellen zeigen die Kollektivzusammensetzung der Vollblut-Ana-
lyse (Tabelle 13) sowie der PBMC-Isolation (

Tabelle 14). Die fetalen Proben wurden noch einmal genauer untergliedert in die der
Reifgeborenen und Frihgeborenen. Fir die Gruppen PE + kvRF und PE + Z.n. Covid
konnten teilweise ns2 gesammelt werden. Diese sind in den Tabellen mit (¢) gekenn-
zeichnet. Hinsichtlich der SSW bei Entbindung ergeben sich signifikante Unterschiede

zwischen den Gruppen (p<0,001***).

Tabelle 13: Kollektivzusammensetzung der Zellzahl-Analyse durch den Hamatologie-Analysator

Kon- PE kvRF | PE + Z.n. PE + Total | p-
trolle kvRF | Covid | Z.n. Wert
Covid

Mutter 19 16 19 5 14 1(0) 74

Kind 16 15 19 2 (0) 14 2 (0) 68

Reif/<37+0 | 16/0 7/8 19/0 11 14/0 2/0 59/9

SSwW 39,10 | 34,02 |39,04 |36,12 |39,26 | 37,29 37,79 | <0,001
+1,13 |+468 |+140 |+£359 (1,14 |0 + 3,29 | ***

Alter der 33,63 |34,11 | 32,95 |36,17 | 33,20 | 25,00 33,57 | 0,377

Mutter +458 |+484 | £502 |+2,23 [+549 | +0 +4,83

Tabelle 14: Kollektivzusammensetzung der PBMC-Isolation und FACS-Analyse

Kon- PE kvRF | PE + Z.n. PE + Total | p-
trolle kvRF | Covid | Z.n. Wert
Covid

Mutter 30 15 18 6 11 1(0) 81

Kind 21 14 15 3 15 2 (0) 70

Reif/<37+0 | 21/0 8/6 15/0 2/1 15/0 2/0 63/7

SSw 39,67 |34,97 |3950 |37,21 |39,25 |37,29 38,57 | <0,001
+1,05 |+464 |£+100 |+366 [+1,12 |0 +2,83 | ***

Alter der 34,06 |3500 |33,48 |3575 |31,67 |25,00 33,67 | 0,243

Mutter +479 | +3,95 | +£4,79 |+2,05 |+6,57 | +0 +4,98

4.2 Monozyten-Zellzahl im EDTA-Blut

Zunachst wurde ein Teil der Blutprobe flr die Analyse im Hamatologie-Analysator der
Firma Sysmex verwendet. Die Probe wurde daraufhin untersucht, ob die absolute Mo-
nozyten-Zellzahl pro ul Vollblut zwischen den Patientinnengruppen variiert. Anschlie-

Rend wurde die Kontamination der Proben durch Erythroblasten beleuchtet.

31



4.2.1 Vergleich zwischen Kontrolle und PE

Hierfir wurden Kontrollen, Patientinnen mit PE, Patientinnen mit kvRF und Patientinnen
mit PE + kvRF verglichen. Die Analyse von maternalen Proben ergab keinen signifikan-
ten Unterschied zwischen den Gruppen hinsichtlich der absoluten Monozyten-Zellzahl
pro pl Vollblut (p=0,340). Insgesamt schien es zu einer Zunahme der Monozyten-Zellzahl
bei den Gruppen mit PE im Vergleich zur entsprechenden Kontrolle zu geben (Abbildung
11A). Fur die Zellzahl im fetalen Blut ergab sich ein signifikanter Unterschied zwischen
der Gruppe mit PE (1,02*10% + 0,79) und der Gruppe mit kvRF (1,61*10° + 0,68)
(p=0,036") (Abbildung 11D). Exkludierte man in der Berechnung die Daten der Frihge-
borenen, fand sich kein signifikanter Unterschied mehr (p=0,295). Jedoch zeigte sich
weiterhin die Tendenz zu einer vermehrten Zellzahl bei der Gruppe mit PE (Abbildung
11B). Setze man beim Kind die Monozyten-Zellzahl mit der entsprechenden SSW in eine
Pearson-Korrelationsanalyse, ergab sich ein hochst signifikanter Zusammenhang (Ab-
bildung 11C). So korrelierte die absolute Monozyten-Zellzahl stark positiv mit der ent-
sprechenden SSW (r=0,514, p<0,001***). Die Analyse der maternalen Daten ergab
keine Korrelation zwischen der absoluten Zellzahl und der SSW (r=-0,004, p=0,978) (hier
graphisch nicht dargestellt).
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Abbildung 11: Absolute Monozyten-Zellzahl: Kontrolle und PE im Vergleich

Kruskal-Wallis-Test (A, B, D) mit Boxplots und Pearson-Korrelationsanalyse (C) enguter= 59 (A) ® Nind
Gesamt)= 51 (C D) bzw. N(Kind-Reifgeboren)= =49 (B)

4.2.2 Vergleich zwischen Kontrolle, PE und Z.n. Covid

AnschlieRend wurden Kontrollen, Patientinnen mit einer PE, Patientinnen mit Z.n. Covid
und Patientinnen mit einer PE + Z.n. Covid verglichen. Die vergleichende Analyse von
maternalen Proben zeigte keinen signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen hin-
sichtlich der absoluten Monozyten-Zellzahl pro ul Vollblut (p=0,810) (Abbildung 12A).
Die fetalen Proben unterschieden sich ebenfalls nicht signifikant (p=0,110) (Abbildung
12B) (Abschnitt 4.2.1). Bei beiden befanden sich die Daten der Gruppe Z.n. Covid und

PE + Z.n. Covid auf dem Niveau der Kontrollen.
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Abbildung 12: Absolute Monozyten-Zellzahl: Kontrolle, PE und Z.n. Covid im Vergleich
Kruskal-Wallis-Test mit Boxplots e (A) Ngutter gesamty= 50 bzw. (B) N(kind Gesamt)= 46

4.2.3 Kontamination durch Erythroblasten

Zusatzlich detektierte der Hamatologie-Analysator NRBCs und wertete diese quantitativ
aus. Es konnte ein hoch signifikantes Absinken der NRBCs mit zunehmender SSW in
unseren Daten mithilfe der Korrelationsanalyse gezeigt werden. So korrelierte die abso-
lute Anzahl der NRBCs negativ mit der entsprechenden SSW (r=-0,378, p=0,006**) (Ab-
bildung 13).

Kind (Gesamt)

N
=]
|

-
(4]
|

Absolute Anzahl der NRBCs
*10° pro pl Vollblut
o 2
] ]

Ssw

Abbildung 13: Korrelation der absoluten Anzahl der NRBCs zur SSW

Pearson-Korrelationsanalyse ® nind gesamt)= 52

4.3 Monozyten-Zellzahl nach PBMC-Isolation

Die Blutprobe wurde ebenfalls zur PBMC-Isolation verwendet. Im Anschluss an die
PBMC-Isolation, die Oberflachenfarbung und das Basis-Gating in FlowJo wurde die ab-

solute Anzahl der Monozyten ausgewertet und bezogen auf die einzelnen
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Patientinnengruppen verglichen. Eine Kontamination durch NRBCs konnte durch Exklu-

sion sicher umgangen werden.
4.3.1 Vergleich zwischen Kontrolle und PE

Bei den maternalen Proben zeigte sich im paarweisen Vergleich ein signifikanter Unter-
schied der absoluten Monozyten-Zellzahl zwischen der Gruppe mit kvRF und der Gruppe
mit PE + kvRF (p=0,048%) (Abbildung 14A). Der signifikante Unterschied war nicht mehr
vorhanden, sobald nur die maternalen Proben Reifgeborener eingeschlossen wurden
(p=0,483) (Abbildung 14C). Da die SSW und/ oder die Schwere der PE und die damit
verbundene frihe Entbindung einen Einfluss auf die Monozyten-Zellzahl zu haben
scheint, wurde eine Korrelationsanalyse angeschlossen. Abbildung 14E zeigt die Korre-
lation zwischen der absoluten Monozyten-Zellzahl maternaler Proben und der SSW.
Diese zeigte einen signifikanten gegensinnigen Zusammenhang beider Variablen (r=-
0,300, p=0,012%).

Bei den fetalen Proben zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen,
weder bei Betrachtung der gesamten Population (p=0,233) (Abbildung 14B), noch bei
isolierter Analyse der Reifgeborenen (p=0,331) (Abbildung 14D). Jedoch bestatigte sich
wie in Abschnitt 4.2.1 die Tendenz einer Zunahme der Zellzahl in den Gruppen der PE
in Relation zur Kontrolle. Ebenso korrelierte die absolute Monozyten-Zellzahl fetaler Pro-
ben positiv mit der entsprechenden SSW (r=0,325, p=0,018*) (Abbildung 14F).
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Abbildung 14: Absolute Monozyten-Zellzahl nach PBMC-Isolation: Kontrolle und PE im Vergleich

Kruskal-Wallis-Test (A, B, C, D) mit Boxplots und Pearson-Korrelationsanalyse (E, F) ® (A, E) N(mutter Gesamt)=
69 bzw. (C) N(Mutter Reifgeboren)= 60 o (B; F) N(Kind Gesamt)= 53 bzw. (D) N(Kind Reifgeboren)= 46

4.3.2 Vergleich zwischen Kontrolle, PE und Z.n. Covid

Die absolute Monozyten-Zellzahl pro 100.000 analysierte PBMCs unterschied sich bei

maternalen (p=0,728) und fetalen (p=0,296) Proben zwischen den Gruppen nicht signi-
fikant (Abbildung 15A, Abbildung 15B).
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Vergleich
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4.4 Monozytensubpopulationen

Nach der PBMC-Isolation wurden die Zellen mittels FACS-Analyse in ihre Subpopulati-
onen aufgeteilt. Classicals, Intermediates und Non-Classicals wurden in % anteilig an
der gesamten Monozytenpopulation aufgetragen und zwischen den Patientinnengrup-

pen verglichen.
4.41 Vergleich zwischen Kontrolle und PE

Insgesamt zeigte sich, dass ein Groliteil der Monozyten zur Gruppe der Classicals ge-
hort, gefolgt von der Gruppe der Intermediates. Nur ein geringer Teil der Monozyten liel3

sich den Non-Classicals zuordnen.

Bei der vergleichenden Analyse der maternalen Proben wurden signifikante Unter-
schiede zwischen den Gruppen festgestellt. Es zeigten sich signifikant mehr Classicals
in der Gruppe PE + kvRF (80,20 % * 4,59) im Vergleich zur PE (65,87 % + 10,17)
(p=0,007**). Dartber hinaus ergaben sich tendenziell weniger Classicals in der PE in
Relation zur Kontrolle. Weiterhin wurden signifikant mehr Intermediates in der PE (28,45
+ 7,45) gefunden im Vergleich zur Gruppe PE + kvRF (17,22 = 5,31) (p=0,010**). Der
prozentuale Anteil der Non-Classicals unterschied sich zwischen den Gruppen nicht sig-
nifikant (p=0,498) (Abbildung 16A).

Bei der Betrachtung der fetalen Proben zeigten sich teils Gbereinstimmende, teils gegen-
teilige Ergebnisse. Im paarweisen Vergleich wurden signifikant weniger Classicals in der
PE (65,63 £ 11,89) (p=0,001**) und in der Gruppe PE + kvRF (62,03 + 10,19) (p=0,046%)
im Vergleich zur Kontrolle (79,4 + 5,32) festgestellt. Gleichzeitig fanden sich signifikant
mehr Intermediates in der PE (31,55 + 11,98) (p=0,002**) im Vergleich zur Kontrolle
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(18,42 £5,27) und in der PE (p=0,033*) im Vergleich zur Gruppe mit kvRF (19,41 £ 6,14).
Ebenso zeigten sich bei Patientinnen mit einer PE + kvRF (34,25 + 9,08) signifikant mehr
Intermediates (p=0,049%) als bei der Kontrolle. Bei den Non-Classicals ergaben sich wie
bei den maternalen Daten keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen
(p=0,353). Tendenziell waren mehr Non-Classicals in den Gruppen der PE im Vergleich
zur Kontrolle ersichtlich (Abbildung 16B).
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Abbildung 16: Monozytensubpopulationen: Kontrolle und PE im Vergleich
Kruskal-Wallis-Test mit Boxplots e (A) Nputtey=69 @ (B) N(kina)= 53

Es konnten in den Daten weniger Classicals und mehr Intermediates in der PE im Ver-
gleich zur Kontrolle gezeigt werden. Die folgende FlowJo-Grafik Abbildung 17 mit
CD16/CD14-Gating dient der Visualisierung der Verschiebung der Subpopulationen zu
weniger Classicals und mehr Intermediates bzw Non-Classicals in der PE (Abbildung
17B) im Vergleich zur Kontrolle (Abbildung 17A).
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Abbildung 17: Vergleich Kontrolle und PE im CD16/CD14-Gating der Monozytensubpopulationen

FlowJo-Grafiken in Pseudocolor, Zebra Plot und Contour Plot

4.4.2 Vergleich zwischen Kontrolle, PE und Z.n. Covid

Zusatzlich wurden die Kontrollen in Relation zur PE, Patientinnen mit Z.n. Covid und
Patientinnen mit PE + Z.n. Covid gesetzt. Bei Betrachtung der maternalen Proben zeich-
nete sich eine verringerte, nicht signifikante Anzahl an Classicals bei der Gruppe mit PE
+ Z.n. Covid (p=0,305) im Vergleich zur Gruppe mit Z.n. Covid ab. Bei den Intermediates
ergaben sich ebenso keine signifikanten Unterschiede (p=0,059). Jedoch schienen die
Intermediates bei Patientinnen mit PE + Z.n. Covid erhdht zu sein in Relation zu Patien-
tinnen mit Z.n. Covid. Der prozentuale Anteil der Non-Classicals unterschied sich zwi-
schen den Gruppen nicht signifikant (p=0,428) (Abbildung 18A).

Der paarweise Vergleich der fetalen Daten ergab neben dem bereits in Abschnitt 4.4.1
beschriebenen signifikanten Unterschied der Classicals und Intermediates zwischen
Kontrolle und PE weitere relevante Unterschiede. Proben mit Z.n. Covid (78,48 £ 7,15)
hatten signifikant mehr Classicals (p=0,011%*) als die mit einer PE (65,63 + 11,89). Gleich-
zeitig wiesen sie bei Z.n. Covid (18,28 + 5,98) weniger Intermediates auf als in der PE
(p=0,005**). Zusatzlich wies die Gruppe PE + Z.n. Covid die Tendenz auf, weniger Clas-

sicals und mehr Intermediates zu haben als die Gruppe mit Z.n. Covid (Abbildung 18B).
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Abbildung 18: Monozytensubpopulationen: Kontrolle, PE und Z.n. Covid im Vergleich
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4.5 Adhasionsmarker

In einem weiteren Schritt wurden die vier Adhasionsmarker (CD15, CD18, CD49d und
CD54) maternaler und fetaler Monozyten naher beleuchtet und zwischen den Gruppen

verglichen. Hier erfolgte keine Auftrennung in die einzelnen Subpopulationen.
4.5.1 Vergleich zwischen Kontrolle und PE

Die prozentuale Expression der Adhasionsmarker auf der Zelloberflache der Monozyten
wurde genauer untersucht und verglichen. Die folgende Abbildung 19 zeigt die Ergeb-

nisse der Analyse fir Mutter und Kind.

Maternale Monozyten exprimierten annahrend signifikant mehr CD15 in der PE (11,05
11,57) im Vergleich zur Kontrolle (4,03 £ 4,98) (p=0,053) und im Vergleich zu kvRF (2,25
+ 1,73) (p=0,067) (Abbildung 19A). Hinsichtlich CD18 ergaben sich keine signifikanten
Unterschiede (p=0,109) (Abbildung 19C). So lag die Expression bei allen Gruppen bei
annahernd 100 %. Der Marker CD49d unterschied sich zwischen den Gruppen ebenfalls

nicht signifikant. Tendenziell war die Expression der PE-Gruppe im Vergleich zur
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entsprechenden Kontrolle erhoht (p=0,152) (Abbildung 19E). CD54 war auf den Monozy-
ten aller Gruppen annahrend gleich exprimiert (p=0,977) (Abbildung 19G).

Fetale Monozyten zeigten ahnliche Tendenzen ohne signifikante Unterschiede. CD15
(p=0,396) und CD49d (p=0,508) schienen tendenziell in der PE starker exprimiert zu
sein als in der Kontrolle (Abbildung 19B, Abbildung 19F). CD18 (p=0,568) und CD54
(p=0,399) unterschieden sich nicht signifikant zwischen den Gruppen (Abbildung 19D,

Abbildung 19H). Beide Marker waren auf fast allen Zellen exprimiert.
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Abbildung 19: Adhasionsmarker-exprimierende Monozyten: Kontrolle und PE im Vergleich

Kruskal-Wallist-Test mit Boxplots e (A, G) nuttery= 68, (C) Npvutten= 31, (E) Nmutten= 32 @ (B, H) niinay= 51,
(D, F) N(Kind)= 26

4.5.2 Vergleich zwischen Kontrolle, PE und Z.n. Covid

Die vergleichende Analyse flir maternale und fetale Daten lieferte keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Gruppen in Bezug auf die prozentuale Expression der Ad-

hasionsmarker auf der Zelloberflache der Monozyten.

Die Berechnung der maternalen Proben ergab fir CD15 neben dem annahend signifi-
kanten Unterschied zwischen der PE und Kontrolle keine Unterschiede (Abbildung 20A).
Ebenso zeigten sich fur die Adhdsionsmarker CD18 (p=0,622) (Abbildung 20C) und
CD54 (p=0,701) (Abbildung 20G) keine Tendenzen zwischen den untersuchten Grup-
pen. CD49d (p=0,152) (Abbildung 20E) schien in der PE + Z.n. Covid im Vergleich zur
Kontrolle und Z.n. Covid leicht vermehrt exprimiert zu sein, ohne Signifikanzen aufzu-

weisen.

Hinsichtlich der Analyse der fetalen Daten prasentierten sich fur die Marker CD15
(p=0,396) (Abbildung 20B) und CD49d (p=0,432) (Abbildung 20F) neben der tendenziell
vermehrten Expression in der PE im Vergleich zur Kontrolle (Abschnitt 4.2.1) weitere
Tendenzen. So konnte eine tendenzielle, nicht-signifikante vermehrte Expression bei der
Gruppe mit Z.n. Covid im Vergleich zur Kontrolle, sowie bei PE + Z.n. Covid im Vergleich
zu Z.n. Covid festgestellt werden. Die Untersuchung von CD18 (p=0,104) (Abbildung
20D) und CD54 (p=0,700) (Abbildung 20H) wies keine Tendenzen oder signifikante Un-

terschiede zwischen den Gruppen auf.
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Abbildung 20: Adhasionsmarker-exprimierende Monozyten: Kontrolle, PE und Z.n. Covid im Ver-
gleich

Kruskal-Wallist-Test mit Boxplots e (A, G) nputten= 56, (C) Npvutten= 24, (E) Nvutten= 25 @ (B, D) ning)= 49,
(E, H) N(Kind)= 23

4.6 Adhasionsmarker-exprimierende Monozytensubpopulatio-

nen

Zuletzt wurden die einzelnen Subpopulationen maternaler und fetaler Monozyten auf die

Expression der Adhasionsmarker hin untersucht und miteinander verglichen.

Wie in Abschnitt 4.4 bereits gezeigt wurde, gehdrt ein Grofteil der Monozyten zur
Gruppe der Classicals, gefolgt von der Gruppe der Intermediates. Nur ein geringer Pro-
zentsatz der Monozyten entspricht den Non-Classicals. Dies zeigt sich auch in der Ab-
bildung 21 durch die Amplitude des Histogramms, die fiir Classicals (blau) am héchsten
und flir Non-Classicals (turkis) am geringsten ist. Die Expression variierte zwischen den

Subpopulationen marginal.
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Abbildung 21: Vergleich der Amplituden und der Fluoreszenzintensitat im Histogram-Overlay fiir Ad-
hdasionsmarker-exprimierende Monozytensubpopulationen

Histogram-Overlay fur die Expression der Marker CD15, CD18, CD49d und CD54 auf der Oberflache von
Classicals, Intermediates und Non-Classicals

4.6.1 Vergleich zwischen Kontrolle und PE

Die vergleichende Analyse maternaler (Abbildung 22) und fetaler (Abbildung 23) Proben
ergab auler flur den Marker CD54 keine signifikanten Unterschiede zwischen den Grup-

pen. Einige Tendenzen lielten sich dennoch herausarbeiten.

Maternale Daten zeigten flr den Adhasionsmarker CD15 bei den Classicals (p=0,250)
und Intermediates (p=0,222) tendenziell eine vermehrte Expression in der Gruppe PE
im Vergleich zur entsprechenden Kontrolle. Die Non-Classicals (p=0,606) unterschieden
sich hinsichtlich ihrer Oberflachenexpression nicht (Abbildung 22A). Die Expression von
CD18 wich bei den Classicals (p=0,227), Intermediates (p=0,552) und Non-Classicals
(p=0,862) nicht zwischen den Gruppen ab und lag bei nahezu 100 % (Abbildung 22B).
Der Marker CD49d (Abbildung 22C) schien bei den Classicals (p=0,360) leicht vermehrt
in der Gruppe PE im Vergleich zur entsprechenden Kontrolle exprimiert zu sein. Bei den

Intermediates (p=0,892) und Non-Classicals (p=0,116) ergaben sich keine
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Unterschiede. Der Marker CD54 (Abbildung 22D) zeigte bei den Classicals in der Gruppe
PE + kvRF eine geringe Expression im Vergleich zu den anderen Gruppen (p=0,078),
bei ausbleibender Differenzierung bei den Intermediates (p=0,364) und Non-Classicals
(p=0,891).

Bei den fetalen Proben zeichnete sich fir CD15 (Abbildung 23A) bei den Classicals
(p=314) und Non-Classicals (p=0,371) eine leicht verstarkte Expression in der PE im
Vergleich zur Kontrolle ab. Die Expression war bei den Intermediates (p=0,872) anna-
hernd gleich. CD18 (Abbildung 23B) war bei den Classicals (p=0,585), Intermediates
(p=0,883) und Non-Classicals (p=0,232) beinahe konstant exprimiert. Der Adh&sions-
marker CD49d (Abbildung 23C) zeigte bei den Classicals (p=0,114), Intermediates
(p=0,328) und Non-Classicals (p=0,386) eine tendenziell vermehrte Expression in der
PE im Vergleich zur entsprechenden Kontrolle. CD54 (Abbildung 23D) schien bei den
Classicals (p=0,889) und den Intermediates (p=0,323) nahezu gleich exprimiert zu sein,
wahrend hingegen bei den Non-Classicals sich signifikante Unterschiede zeigten. So
stellte sich eine signifikant erhdhte Expression in der Gruppe PE + kvRF (95,73 % +
3,20) im Vergleich zur Kontrolle (62,91 % + 22,23) (p=0,046*) und zur Gruppe mit kvRF
(59,97 % £ 24,21) (p=0,036") heraus.

46



Mutter

Classicals Intermediates Non-Classicals
A
50— 2 50— ) 100—
* £ 40 £
] =1 +
¥ b i
wn -
2 8 30- 8
o @ {—'2 50—
2 s 20— o
= 7]
@ E 104 B 9
3 £ 5
= 0~ 1 T T z 0 1 1 1 T
Kontrolle PE kvRF PE + Kontrolle PE kvRF PE + Kontrolle PE kvRF PE +
kvRF kvRF kvRF
B
100.0™ m— — T — EI‘emo,o- — — T — 2100.0 — T —
2 c £
£ 99.54  99.5— & 99.5-
+ ® -
= 3 5
O 99.0- @ 99.0 ,—'ﬁ 99.0
[} -
g g g
B 98.5-1 ® 98,5~ & 98.5-
= E 9
© £ 5
98.0 T T T — ~ 98.0 T T T T Z 980 T T T T
Kontrolle PE kvRF PE + Kontrolle PE kvRF PE + Kontrolle PE kvRF PE +
kvRF kvRF kvRF
C
100 — e 100— ——— = = 100 — ——
3 T °E = £ T
c +
T 90— 5 90— 3
3 g 3
-4 =] QO
S 80— © 80 @ 50
) 2 ]
E 8 ‘D
@ 70 T 70— 2
8 E o
o :
60 T T T T = 60 T T T T =z 0 T T T T
Kontrolle PE kvRF PE + Kontrolle PE kvRF PE + Kontrolle PE kvRF PE +
kvRF kvRF kvRF
D
100 = T -T= s . 100 = T —— —— 2 100 = I
2 ‘e £ o]
£ 904 T 90 +
+ 2 E
g 80— S 80 o
o @ T‘ﬁ 50—
2 70+ = 70— k]
@ 60— S E 60 ]
° 2 5
50 T T T T = 50 | T T T z 0 1 | T T
Kontrolle PE kvRF PE + Kontrolle PE kvRF PE + Kontrolle PE kvRF PE +
kvRF kvRF kvRF

Abbildung 22: Mutter: Adhasionsmarker-exprimierende Monozytensubpopulationen: Kontrolle und
PE

Kruskal-Wallist-Test mit Boxplots e Mutter e (A) n= 68, (B) n= 31, (C) n= 32, (D) n=68

47



Kind

Classicals Intermediates Non-Classicals
A
50— 50 = o 100
. ¢ &
£ 40 T 40— ¥
& - 2
- - (=] -
5 30 8 30 o
[&] o % 50—
2 204 % 20 o
° 5 @
8 10 g 104 k:
s E Q
5 - 1 E
U = 0 ! 1 T = 0 T T 1 T
Kontrolle PE kvRF PE + Kontrolle PE kvRF PE + Kontrolle PE kvRF PE +
kvRF kvRF kvRF
B
100=]  w—py= o 100 s — — — 100
. Y Tl - " TRPRT =+
£ + &
& 98- = 98- 5 98-
= Q
(=] Q
o 0 L
n 2 ]
8 96 5 96— W 96—
7] Q K]
& E Q
° 2 5
94 T T T T = 9 T T T T z 94 T T T T
Kontrolle PE kvRF PE + Kontrolle PE kvRF PE + Kontrolle PE kvRF PE +
kvRF kvRF kvRF
C
100 o 100 2 100-
: 2 : :
=: @AY T ;
+ 3 ]
° < b4
$ 80 & &
Q w 50— o 50
o 70— & 3
® o ]
3 :
g 7 E 9
° £ 5
50 T T T — = 0 T T T —=z 0 T T T T
Kontrolle PE kvRF PE + Kontrolle PE kvRF PE + Kontrolle PE kvRF PE +
kvRF kvRF kvRF
D *
100 l - 100 @ e - .
ES c £ —_—
c s +
= 95— + 95— l
4 2 2 100+ s
o o o
O 90 w 90— ]
n 3 ]
8 5 n 50—
@ 85— 2 85— 8
© E Q
© £ §
80 T T T T = 80 T T T T z 0 T T T T
Kontrolle PE kvRF PE + Kontrolle PE kvRF PE + Kontrolle PE kvRF PE +
kvRF kvRF kvRF

Abbildung 23: Kind: Adhasionsmarker-exprimierende Monozytensubpopulationen: Kontrolle und PE
Kruskal-Wallist-Test mit Boxplots e Kind e (A) n= 51, (B) n= 26, (C) n= 26, (D) n=51

48



4.6.2 Vergleich zwischen Kontrolle, PE und Z.n. Covid

Die statistische Untersuchung zeigte fur maternale (Abbildung 24) und fetale Daten (Ab-
bildung 25) keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen. Einzelne Tenden-

zen konnten herausgearbeitet werden.

Bei der Mutter prasentierte sich bei den Classicals (p=0,120) und den Intermediates
(p=0,166) eine leicht erhdhte Expression fur CD15 (Abbildung 24A) in der PE, bei der
Gruppe mit Z.n. Covid und PE + Z.n. Covid im Vergleich zur Kontrolle. Bei den Non-
Classicals konnten keine Differenzen gezeigt werden (p=0,813). Der Marker CD18 war
bei allen drei Subpopulationen nahezu immer exprimiert (p=0,838) (Abbildung 24B). Fur
CD49d (Abbildung 24C) schienen neben der bereits in Abschnitt 4.6.1 erwahnten Ten-
denz bei den Classicals (p=0,319) keine weiteren Unterschiede zwischen den Gruppen
vorzuliegen (p=0,694 bzw. p=0,213). Ebenso ergaben sich auch fir den Adhasionsmar-
ker CD54 (Abbildung 24D) innerhalb der drei Subpopulationen keine Tendenzen oder
Signifikanzen (p=0,265 bzw. p=0,876 bzw. p=0,336).

Fetale Proben zeigten flir CD15 (Abbildung 25A) neben den in Abschnitt 4.6.1 erwahnten
Auffalligkeiten keine weitere Differenzierung zwischen den Patientinnengruppen
(p=0,861 bzw. p=0,695 bzw. p=0,309). Die Oberflachenexpression von CD18 (Abbildung
25B) wies in allen drei Subpopulationen (p=0,688 bzw. p=0,703 bzw. p=0,364) keine
Unterschiede auf und lag bei anndhernd 100 %. Der Adhasionsmarker CD49d (Abbil-
dung 25C) schien bei den Classicals (p=0,081) in der PE und in der Gruppe Z.n. Covid
tendenziell vermehrt exprimiert zu sein, als bei der Kontrolle. Bei den Intermediates
(p=0,127) und Non-Classicals (p=0,794) ergaben sich diesbezlglich keine Unter-
schiede. CD54 (Abbildung 25D) prasentierte bei den Classicals (p=0,530), Intermediates
(p=0,671) und Non-Classicals (p=0,309) eine annadhernd konstante Expression. In der
Gruppe PE + Z.n. Covid stellte sich die Expression insb. von CD49d und CD54 abwei-

chend von den allgemeinen Tendenzen dar.
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4.7 Zusammenfassung der Ergebnisse

4.7.1 Ziel 1: Analyse des Vollbluts im Hamatologie-Analysator der Firma Sysmex,

sowie Zellzahl-Analyse der PBMCs

Die Auswertung im Hamatologie-Analysator der Firma Sysmex zeigte eine stark positive
Korrelation zwischen der absoluten Monozyten-Zellzahl des Neugeborenen und der ent-
bundenen SSW. Je friher die SSW, desto geringer war die Zellzahl. Exkludierte man die
Proben der Frilhgeborenen, schien bei der Mutter und beim Kind die Tendenz vorzulie-
gen, dass die Anzahl der Monozyten in der PE leicht erhoht ist im Vergleich zur entspre-
chenden Kontrolle, ohne Signifikanzen aufzuweisen. Die absolute Anzahl der NRBCs
korrelierte hoch signifikant mit der SSW. Je friiher die SSW bei Entbindung lag, desto
hdher war die Anzahl an NRBCs.

Die Anzahl der Monozyten pro 100.000 isolierte PBMCs ergab eine signifikante Korrela-
tion mit der SSW. Bei der Mutter zeigte sich ein gegenlaufiger Zusammenhang, wahrend
die fetalen Proben positiv mit der SSW korrelierten. Auch hier zeigte sich die Tendenz
einer erhdhten Zellzahl in der PE in Relation zur entsprechenden Kontrolle, die auch

nach Exklusion der Daten von Friihgeborenen bestand.
4.7.2 Ziel 2: Typisierung maternaler und fetaler Monozytensubpopulationen

Maternale und fetale Proben zeigten signifikant weniger Classicals und signifikant mehr
pro-inflammatorische Intermediates in der PE im Vergleich zur Kontrolle. Beim Kind ver-
deutlichte sich dies auch durch signifikant weniger Classicals und mehr Intermediates in
der Gruppe PE + kvRF im Vergleich zur Kontrolle. Gegenlaufig dazu ergaben sich bei
der Mutter signifikant mehr Classicals und weniger Intermediates in der Gruppe PE +
kvRF in Relation zur PE. Bei den Non-Classicals zeigten sich keine Unterschiede zwi-

schen den Gruppen.

4.7.3 Ziel 3: Vergleich maternaler und fetaler Monozyten hinsichtlich ihrer Adha-

sionsmarker

Die Adhasionsmarker CD15 und CD49d schienen bei der Mutter und beim Kind tenden-
ziell in der PE starker exprimiert zu sein, als in der entsprechenden Kontrolle. CD18 und

CD54 waren auf den Monozyten annahrend gleich exprimiert.

4.7.4 Ziel 4: Charakterisierung maternaler und fetaler Monozytensubpopulatio-

nen in Bezug auf ihre adhasiven Marker

Es bestatigte sich die im Abschnitt 4.7.3 beschriebene Tendenz von CD15 und CD49d
bei den Classicals und Intermediates. CD18 und CD54 waren innerhalb der Subpopula-

tionen beinahe konstant exprimiert. Bei der Auswertung der fetalen Daten prasentierte
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sich fir den Adhasionsmarker CD54 ein signifikanter Anstieg der CD54*-Non-Classicals

in der Gruppe PE + kvRF im Vergleich zur Kontrolle und zur Gruppe mit kvRF.

4.7.5 Ziel 5: Untersuchung des Einflusses einer SARS-CoV-2 Infektion auf die
Monozyten und Adhdasionsmarker sowie der Rolle der Infektion in der Pa-

thophysiologie der PE

Es konnte kein bis zur Geburt persistierender Einfluss einer SARS-CoV-2 Infektion auf
die Monozyten in Bezug auf inflammatorische und adhasive Marker gezeigt werden. Die
alleinige Infektion in der Schwangerschaft hatte zum Zeitpunkt der Entbindung keinen
signifikanten Einfluss auf die Monozyten-Zellzahl, die Verteilung der Subpopulationen

oder die Expression von Adhasionsmarkern.
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5 Diskussion

5.1 Begrundung und Diskussion der Wahl des Kollektivs und

der verwendeten Methodik

Im Abschnitt 3.2.2 wurde das Kollektiv ausfiihrlich beschrieben. Es wurden neben der
Kontrolle und der PE zwei Gruppen gebildet, die vermutlich mit einer gewissen Wahr-
scheinlichkeit Risikofaktoren fur eine PE (kvRF, sowie Z.n. Covid) darstellen. In die Grup-
pen kvRF, sowie PE + kvRF wurden Patientinnen mit DM2/ GDM, Hypertonus/ SIH und/
oder Adipositas eingeschlossen. Die Einbeziehung von Patientinnen mit einer zuriicklie-
genden SARS-CoV-2 Infektion - einem durch die Pandemie neu identifizierten hoch
wahrscheinlichen Risikofaktor fir die Entwicklung der PE — ist von zentraler Bedeutung
fur ein besseres Verstandnis der Pathophysiologie. Diese Art der Kollektivzusammen-
setzung ist in der Literatur noch nicht beschrieben; daher war es Ziel dieser Arbeit, Un-
terschiede zwischen den Gruppen herauszuarbeiten, um das noch unvollstandige Bild

der Pathophysiologie der PE zu erganzen.

Die statistische Analyse des Kollektivs ergab signifikante Unterschiede bzgl. der SSW
bei Entbindung zwischen den verschiedenen Gruppen. Dies lasst sich durch die haufig
notwendige friihzeitige Schwangerschaftsbeendigung bei einer PE erklaren. Hingegen
lag das Alter der Mutter bei Entbindung auf einem aquivalenten Niveau zwischen den
Gruppen (Tabelle 13, Tabelle 14).

Die Probenlagerung bei 4°C wurde zeitlich auf <24h nach Entnahmezeitpunkt begrenzt,
da es bei einer langeren praanalytischen Phase zu einem signifikanten Absinken der
absoluten PBMC-Zellzahl kommt (Palmirotta et al. 2012). Aufderdem kommt es zu einer
vermehrten Kontamination der PBMCs durch Granulozyten nach langerer Lagerung bei
RT (McKenna et al. 2009). Die Analyse des Vollbluts im Hamatologie-Analysator der
Firma Sysmex ermoglichte eine akkurate und annahernd fehlerresistente sowie bedie-
nerunabhangige Messung der Blutproben. Die PBMC-Isolation ist eine etablierte Me-

thode, um ex vivo Monozyten in vitro naher zu untersuchen.

In das Kollektiv Z.n. Covid wurden Patientinnen eingeschlossen, die in jeweils einem der
drei Trimena infiziert wurden, jedoch wurde aufgrund der geringen Probenzahl keine sta-
tistische Unterscheidung zwischen den Infektionszeitpunkten vorgenommen. Eine rele-
vante Patientinnengruppe, die akut an einer Covid-19 Erkrankung litt, konnte aufgrund
der Sicherheitsvorkehrungen und langen Lagerungszeiten, insb. in Zeiten unsicherer
Studienlagen, nicht untersucht bzw. eingeschlossen werden (Abschnitt 3.2.2). Fur die

Gruppen PE + kvRF und PE + Z.n. Covid konnten aufgrund von zigigen bzw.
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notfallmafligen Entbindungen und einer zeitlich sehr intensiven Probensammlung teil-
weise n<2 gesammelt werden (Tabelle 15). Daher wurde im Kollektiv auch nicht zwi-
schen einer Early- und einer Late-Onset-PE unterschieden. Dies fuhrt zu einer einge-

schrankten Interpretationsfahigkeiten der Daten.
5.2 Diskussion der Ergebnisse

Die Bedeutung der Erforschung inflammatorischer und adhasiver Marker auf den Mo-
nozyten in der PE basiert auf der Annahme, dass die Aktivierung des Immunsystems
(Lamarca 2010), die untersuchten Immunzellen (Faas et al. 2010; Faas und Vos 2017)
und deren Adhasion am GefalRendothel einen relevanten Beitrag zur Entstehung der
endothelialen Dysfunktion (Rusterholz et al. 2007; Maynard et al. 2008) und damit zur
PE leisten (Roberts et al. 1989; Roberts und Redman 1993). Zusatzlich wird angenom-
men, dass diese Faktoren auch Auswirkungen auf die kardiovaskularen Folgeerschei-
nungen der PE bei Mutter und Kind haben (Bellamy et al. 2007; Nahum Sacks et al.
2018). Auch eine erhdhte Makrophagenzahl in der Plazenta bei PE wurde bereits mehr-
fach beschrieben (Faas et al. 2014; Vishnyakova et al. 2019; Deer et al. 2023). Vollstan-
dig ungeklart ist jedoch, ob eine Monozyten-Extravasation, insbesondere auf fetaler

Seite, ursachlich ist.

Ziel dieser Arbeit war es, die Rolle von Monozyten, deren Aktivierung und das Extra-
vasationspotential in der PE zu charakterisieren. Insbesondere die Unterscheidung zwi-
schen fetalen und maternalen Monozyten sowie ein mdglicher Einfluss bereits vorbeste-
hender Risikofaktoren fiir eine PE, wie ein arterieller Hypertonus, Diabetes oder die In-
fektion mit SARS-CoV-2, stand hier im Vordergrund.

5.2.1 Analyse der fetalen und maternalen Monozyten-Zellzahl aus Vollblut und
siolierten PBMCs

Im maternalen Vollblut (Abbildung 11) zeigte sich eine tendenzielle Zunahme der Mo-
nozyten-Zellzahl und nach der PBMC-Isolation (Abbildung 14) eine signifikante Zu-
nahme der Monozyten in der Gruppe PE + kvRF im Vergleich zu der Gruppe mit kvRF.
Die Exklusion der Ergebnisse von Frihgeborenen fiihrte zur Bestatigung der beobach-
teten Tendenz. Dies konnte auf einen pro-inflammatorischen und aktivierenden Einfluss
der PE schlieRen lassen. Ahnliche Ergebnisse zeigte die Auswertung von (Vishnyakova
et al. 2019), die im Hinblick auf eine PE eine Zunahme der maternalen Monozyten-Zell-
zahl zeigte. Ebenso stellte (Zhou et al. 2024) eine durch die PE hervorgerufene Dysre-
gulation des (angeborenen) Immunsystems fest, die wiederum eine Aktivierung und ei-
nen Anstieg der Monozyten-Zellzahl im peripheren Blut mit sich bringt. Moglicherweise
aufgrund der geringen Patientinnenzahl konnte kein signifikanter Unterschied zwischen

der Gruppe mit kvRF und der gesunden Kontrolle gezeigt werden. Hingegen
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verdeutlichte bereits (Lassale et al. 2018), dass nicht-schwangere Patientinnen mit kvRF
signifikant mehr Monozyten im Blut hatten als die entsprechende Kontrollgruppe und
dass vice versa auch eine erhohte Monozyten-Zellzahl mit einem erhdhten kardiovasku-
laren Risiko einhergeht (Waterhouse et al. 2008). Weiterhin lieR die Untersuchung einer
anderen Arbeitsgruppe erkennen, dass Schwangere mit einem SIH in der zurtckliegen-
den Schwangerschaft signifikant mehr Monozyten haben als die gesunde Kontrollgruppe
(Castleman et al. 2022). Somit untermauern die hier gewonnenen Daten bereits vorhan-
dene Erkenntnisse der Literatur, wobei in diesem Kollektiv vor allem bei Patientinnen mit
PE + kvRF ein Anstieg der peripheren Monozyten-Zellzahl bemerkbar wurde. Dies
kénnte darauf hindeuten, dass Monozyten in der Pathophysiologie der PE mit bereits

vorbestehenden kvRF eine entscheidende Rolle spielen.

Die Analyse der fetalen Resultate ergab hingegen weniger eindeutige Ergebnisse. So
zeigte sich im Hamatologie-Analysator (Abbildung 11) eine signifikant verringerte Mo-
nozyten-Zellzahl in der PE sowie in der PBMC-Isolation (Abbildung 14) eine tendenzielle
Verringerung der Zellzahl im Vergleich zur entsprechenden Kontrolle. Da in den Gruppen
mit PE signifikant mehr Frihgeborene waren als in den Kontrollgruppen (Kapitel 4.1),
wurde in einem zweiten Schritt nur das Blut Reifgeborener analysiert. Nach Exklusion
der Proben von Friihgeborenen zeigte sich tatsachlich ein Anstieg der absoluten Mo-
nozyten-Zellzahl in der PE im Vergleich zur entsprechenden Kontrolle. Fir die richtige
Tendenz meiner Auswertungen sprechen die Daten von (Arce-Lopez et al. 2022), die
bei Kindern, deren Mitter an einem SIH litten, ebenfalls eine relative Vermehrung der

Monozyten-Zellzahl demonstrierten.

Da die SSW bei Entbindung und/ oder die Schwere der PE und die damit verbundene
frihe Entbindung einen Einfluss auf die Monozyten-Zellzahl zu haben scheinen, wurde
eine Korrelationsanalyse fir die Werte des Hamatologie-Analysators und die der PBMC-

Isolation angeschlossen.

Maternale Daten zeigten bei der PBMC-Isolation eine signifikant negative Korrelation
zwischen der absoluten Monozyten-Zellzahl und der jeweiligen SSW der Entbindung
(Abbildung 11, Abbildung 14). Diese Beobachtung zeigte sowohl Ubereinstimmungen
(Chandra et al. 2012; Morton 2021), aber auch Abweichungen, im Vergleich zu der be-
stehenden Literatur. So beschrieb (Thomas 2024) eine Zunahme der Monozyten mit
fortlaufendem Trimenon im Nachschlagewerk ,Labor und Diagnose®. Fetale Proben
ergaben nach beiden Messmethoden eine signifikant positive Korrelation zwischen der
Zellzahl und der SSW der Entbindung. Je friher die SSW bei Entbindung lag, desto
geringer war die Zellzahl (Abbildung 11, Abbildung 14). Diese Ergebnisse bestatigten
(Waele et al. 1988; Carr und Modi 1997; Christensen et al. 2010), die fir fetale Proben
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ebenfalls mit zunehmender SSW einen Anstieg der Monozytenkonzentration nachwie-

sen.

Die beobachtete tendenzielle Zunahme der maternalen und fetalen Monozyten-Zellzahl
in der PE, die insb. nach der Exklusion der Daten von Frihgeborenen nachweisbar war,
I&sst einen pro-inflammatorischen Einfluss der PE auf die Monozyten vermuten. Diese
besondere Veranderung wurde zuvor in der Literatur noch nicht beschrieben. Bei Mit-
tern kénnte die hohe Monozyten-Zellzahl - und damit die signifikant negative Korrelation
- in frthen SSW primar mit einer besonderen Schwere der PE und weniger mit dem
friihen Entbindungszeitpunkt erklart werden. Bei Kindern, die in einer frihen SSW gebo-
ren werden, scheint die Unreife des Immunsystems dazu zu flihren, dass eine quantita-
tiv-messbare Aktivierung der Immunzellen kaum festzustellen ist. Dies kdnnte zu der
Annahme fiihren, dass in der Early-Onset-PE fetale Monozyten und deren Aktivierung
eher keinen Einfluss auf die Pathogenese der PE haben. Diese unterschiedliche Beein-
flussung der Monozyten-Zellzahl wurde in anderen Studien bislang nicht so differenziert

betrachtet und bedarf weiterer Analysen.

Die Untersuchung der fetalen Proben auf NRBCs erfolgte mithilfe des Hamatologie-Ana-
lysators und zeigte einen hoch signifikant negativen Zusammenhang in der Korrelations-
analyse. Je friher die SSW bei der Entbindung lag, desto héher war die Anzahl von
NRBCs (Abbildung 13). Diese Beobachtung untermauert das Bild, dass das physiologi-
sche Vorhandensein von Erythroblasten bei Friihgeborenen und/oder im Zusammen-
hang mit einer PE (Abschnitt 1.11.2) eine bekannte Erscheinung ist, zu dem auch andere

Arbeitsgruppen beigetragen haben (Christensen et al. 2011; Sysmex 2012).
5.2.2 Typisierung maternaler und fetaler Monozytensubpopulationen

Die Resultate der dieser Arbeit zugrundeliegenden Analysen maternaler und fetaler Mo-
nozytensubpopulationen zeigten weniger phagozytierende Classicals und mehr in-
flammatorische Intermediates in der PE im Vergleich zur Kontrolle (Abbildung 16). Die
mit den eigenen Daten erzielten Befunde deckten sich weitgehend mit den Veranderun-
gen, die in der Literatur beschrieben wurden (Abschnitt 1.9), jedoch bei weitem nicht in
der Eindeutigkeit, von der andere Arbeitsgruppen berichteten (Melgert et al. 2012; Ala-
hakoon et al. 2018; Vishnyakova et al. 2019; Vishnyakova et al. 2022).

Hingegen zeigten sich bei der Gruppe PE + kvRF tendenziell mehr maternale Classicals
und weniger Intermediates im Vergleich zur gesunden Kontrolle. Daruber hinaus erga-
ben sich sogar hoch signifikant mehr Classicals und weniger Intermediates in der Gruppe
PE + kvRF in Relation zur PE (Abbildung 16). In anderen Studien deutete sich zwar eine
Zunahme von CD16* Monozyten bei Personen mit kardiovaskularen Risikofaktoren an

(Ziegler-Heitbrock 2007; Oh et al. 2021), jedoch wurden bisher keine spezifischen
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Erhebungen zur Verteilung der Monozytensubpopulationen in der Gruppe PE + kvRF

veroffentlicht, so dass die Datenlage bisher keine prazisen Aussagen ermoglichte.

Betrachtet man die Ergebnisse dieser Arbeit zur maternalen Monozytenpolarisation, ist
vor allem der Anstieg der Classicals im peripheren Blut von Schwangeren mit PE + kvRF
interessant. Die Dominanz der Intermediates in der PE ohne kvRF konnte in dieser
Gruppe nicht nachgewiesen werden. Die Prozesse der Polarisation bei Patientinnen mit
kvRF scheinen in der PE keine Verschiebung zu CD16* Monozyten zu durchlaufen. Viel-
mehr steigen die bereits dominierenden Classicals weiter an. Dies ist bisher noch nie
beschrieben worden und ist eine neue Erkenntnis zur Beteiligung von Monozyten in der
Pathophysiologie der PE + kvRF. Um klare Aussagen Uber die Unterschiede des in-
flammatorischen Potenzials in der Gruppe PE + kvRF im Vergleich zur PE ohne kvRF
zu treffen, ist eine Zytokinanalyse sowohl im peripheren Blut als auch in den Monozyten

in zukunftigen Forschungsprojekten notwendig.

Bei der Betrachtung der fetalen Resultate schienen kvRF zusatzlich zur PE einen ver-
starkenden pro-inflammatorischen Einfluss auf die Subpopulationen zu haben. Daflr
spricht eine hoch signifikante Verschiebung der Subtypen mit dem Vorliegen von signi-
fikant weniger Classicals und mehr Intermediates in der Gruppe PE + kvRF im Vergleich
zur entsprechenden Kontrolle. Bislang wurden noch keine vergleichbaren Daten zu die-
ser spezifischen Unterscheidung zwischen der Kontrolle und der Gruppe PE + kvRF

veroffentlicht.

Die Diskrepanz zwischen fetalen und maternalen Veranderungen der Monozytensubpo-
pulationen in der Gruppe PE + kvRF kdnnte mit einer starkeren pro-inflammatorischen
Reaktion fetaler Inmunzellen auf das maternale kardiovaskulare Risikoprofil erklart wer-
den, wahrend bei Mittern verschiedene Mechanismen der Adaptation an die chronische
Inflammation eine Rolle spielen kdnnten. Eine weitere Erklarung ware, dass bei Mittern
vermehrt reaktionare Classicals gebildet werden, mit der Folge, dass eine erhéhte An-
zahl zugiger ins Gewebe einwandert, um sich dort zu Makrophagen weiterzuentwickeln.
KvRF tragen dabei signifikant zur Diapedese bei. Insgesamt lasst sich vermuten, dass
die Regulation und Differenzierung von fetalen und maternalen Monozyten komplexer

ist als bisher angenommen und dass sich deren Differenzierung multikausaler darstellt.

5.2.3 Vergleich maternaler und fetaler Monozyten(subpopulationen) hinsichtlich

ihrer Adhasionsmarker

Ausgehend von der Annahme, dass Monozyten durch Adhasion und Diapedese zur en-
dothelialen Dysfunktion und somit zur Pathophysiologie der PE beitragen sowie vor dem
Hintergrund der noch sehr begrenzten Datenlage wurden die Adhasionsmarker genauer

analysiert. Die folgende, bereits bekannte Abbildung 26 zeigt die verwendeten

58



Adhasionsmarker CD15, CD18, CD49d und CD54 und das Prinzip der Adhasion und

Diapedese.

In der Literatur konnte bereits gezeigt werden, dass freigesetzte Zytokine zu einer Ex-
pression der Adhasionsmolekule fihren (Xiao et al. 1997; Vollmar et al. 2013). Weiterhin
ergaben Daten, dass CD15 primar dem aktiven Rollen am Endothel dient, wahrend die
anderen untersuchten Marker fur die feste Adhasion entscheidend sind (Zuk et al. 2004,
Murphy und Weaver 2018).

Adhésives Rollen | Aktivierung | Feste Adhasion
.S P D

Monozyt
Integrin Integrin
CD11:CD18 CD49d:CD29

i

~ T~
( Endothel )

- ,./I\\ W : J ’
~——1 ICAM-1 [— VCAM-1 —
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TNFa
Gewebe ‘

®Julia van Dorp M '

Abbildung 26: Ubersicht Adhisionskaskade
Eigene Darstellung anlehnend an (Murphy und Weaver 2018)

Die Ergebnisse dieser Arbeit sprechen fir eine Veranderung der Monozytenoberflache
hinsichtlich ihres Adhasionsverhaltens, jedoch nicht in der Klarheit, wie urspriinglich an-
genommen oder wie es andere Arbeitsgruppen beschreiben. Insgesamt muss hervorge-
hoben werden, dass die Analyse der jeweiligen Adhasionsmarker innerhalb der Subpo-

pulationen (Abschnitt 4.6) in dieser Form neuartig war und zuvor nicht diskutiert wurde.

CD15 zeigte auf maternalen und fetalen Monozyten in der PE eine annahernd signifikant
erhohte Expression im Vergleich zur entsprechenden Kontrollgruppe. Eine tendenziell
hohere Expression in der PE war auch bei den Classicals und Intermediates erkennbar.
Insgesamt lag der Median jedoch unter 10 %, was eine geringe Expression vermuten
lasst. Von ahnlich niedrigen Expressionswerten auf der Monozytenoberflache ohne sig-
nifikante Unterschiede berichtete auch die Arbeitsgruppe von (Gervasi et al. 2001). Hin-
gegen dokumentierte die Arbeit von (Mellembakken et al. 2001) einen signifikanten An-
stieg von CD15s. Dieser Unterschied kénnte durch die Sialylierung von CD15s erklart

werden, die im Vergleich zu CD15 eine spezifischere Bindung an E-Selektine ermdglicht
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(Wahn 2024). Dies konnte darauf hindeuten, dass CD15s ein sensitiverer Marker fur die
pathologische Monozytenaktivitat in der PE ist als der in dieser Arbeit verwendete Adha-

sionsmarker CD15.

Die Expression des Integrins CD18 war sowohl auf maternalen als auch auf fetalen Mo-
nozyten zu annahernd 100 % exprimiert, ohne Unterschiede aufzuweisen. Wahrend
(Gervasi et al. 2001) auf maternalen Monozyten ebenfalls keine Unterschiede feststellen
konnte, zeigte sich bei (Saini et al. 2004) eine signifikante Erhdhung der CD18-Expres-
sion auf fetalen Monozyten in der PE im Vergleich zur entsprechenden Kontrollgruppe.
Die nahezu konstant hohe Expression von CD18 in unseren Daten kénnte darauf hin-
deuten, dass dieses Integrin eine grundlegende Rolle bei Monozyten spielt, und dies

unabhangig von einer PE.

Hinsichtlich CD49d wurde auf maternalen und fetalen Monozyten insgesamt eine hohe
Expression des Integrins festgestellt mit einer tendenziell erhéhten Expression in der PE
im Vergleich zur Kontrolle. Diese Tendenz zeigte sich ebenfalls bei den Classicals und
Intermediates. Die Arbeitsgruppen von (Mellembakken et al. 2001; Gervasi et al. 2001)
berichteten ebenfalls Uber fehlende signifikante Unterschiede in der PE im Vergleich zur

entsprechenden Kontroligruppe.

Das Zelladhasionsmolekiil CD54 zeigte als Bindungspartner von CD18 ebenfalls eine
insgesamt hohe Expression auf maternalen und fetalen Monozyten. Interessanterweise
illustrierten fetale Daten in der Gruppe der Non-Classicals hinsichtlich des Markers CD54
signifikante Unterschiede. So schien die Gruppe PE + kvRF signifikant mehr Non-Clas-
sicals zu haben als die Kontrolle und die Gruppe mit kvRF. Die fetalen signifikanten Un-
terschiede fir den Adhasionsmarker CD54 kénnten ein wichtiger Hinweis darauf sein,
dass insb. dieser Marker bei fetalen Monozyten im Rahmen der patrouillierenden Funk-
tion eine wichtige Rolle spielt. Alternativ ware auch ein Erklarungsversuch, der dahin
geht, dass bei einer geringen absoluten Zellzahl, wie es bei den Non-Classicals der Fall
ist, leichter falsch-positive Signifikanzen entstehen. Dieser Erklarungsversuch wirde
auch dadurch untermauert werden, dass CD54 auf der gesamten Monozytenpopulation
annahernd gleich exprimiert ist. SchlieRlich sind bei den maternalen und fetalen Daten
keine ahnlichen Tendenzen in der Gruppe der Non-Classicals zu finden. Gegensatzlich
dazu zeigte (Mellembakken et al. 2001) einen signifikanten Anstieg von CD54 auf fetalen

Monozyten in der PE im Vergleich zur entsprechenden Kontrolle.

Die Ergebnisse dieser Arbeit in Zusammenschau mit den bereits veroffentlichten Studien
lassen vermuten, dass Unterschiede in der Expression auf eine komplexe und interagie-
rende Rolle der Adhasionsmolekile in der PE hindeuten. Wahrend einige Marker wie

CD18 und CD54 eine konstant hohe und wenig variable Expression aufwiesen, schien
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es fur CD15 spezifischere Unterschiede zu geben. Die uneinheitliche Forschungslage
unterstreicht jedoch die Notwendigkeit weiterer Untersuchungen, um die funktionelle Re-

levanz der jeweiligen Marker zu klaren.

Von dem Umstand, dass die untersuchten Marker auf maternalen und fetalen Monozyten
sehr ahnliche Tendenzen zeigen, Iasst sich ableiten, dass die PE sowohl maternale als
auch fetale Immunzellen hinsichtlich der Expression der untersuchten Adhasionsmarker
gleichermalden beeinflusst. Gleichzeitig scheint die Monozytenadhasion sowohl auf ma-
ternaler als auch auf fetaler Seite einen vergleichbar wichtigen Beitrag zur Entstehung
der PE zu leisten. Dies kénnte ein wichtiger Beitrag zum Verstandnis der Pathophysio-
logie der PE sowie des langfristigen kardiovaskularen Risikos von Mutter und Kind bilden
(Abschnitt 1.7).

Zusammenfassend ist festzustellen, dass derzeit nur wenige einschlagige wissenschaft-
liche Untersuchungen vorliegen, die die untersuchten Marker im Rahmen der PE auf
maternalen und fetalen Monozyten untersuchten. Keine Arbeitsgruppe betrachtete bis-
lang diese Adhasionsmarker innerhalb der Subpopulationen. Somit liefert diese Arbeit
neue wichtige Daten zum Verstandnis der Adhasion von Monozyten im Rahmen der PE
auf maternaler und fetaler Seite sowie bei Patientinnen mit PE ohne kvRF bzw. mit PE
+ kvRF. Die Ergebnisse dieser Arbeit lassen ein ahnliches Adhasionsverhalten der ver-
schiedenen Monozytensubpopulationen vermuten, was jedoch noch genauer in funktio-

nellen Testverfahren untersucht werden muss.

5.2.4 Untersuchung des Einflusses einer SARS-CoV-2 Infektion auf die Monozy-
ten und Adhasionsmarker sowie der Rolle der Infektion in der Pathophysi-

ologie der PE

Im Rahmen dieser Arbeit konnte kein bis zur Geburt persistierender Einfluss einer ma-
ternalen SARS-CoV-2 Infektion auf die Monozyten in Bezug auf inflammatorische und
adhasive Marker gezeigt werden. Zum Zeitpunkt der Entbindung hatte die ausschlief3li-
che Infektion der Mutter mit SARS-CoV-2 in der Schwangerschaft keinen signifikanten
Einfluss auf die maternale und fetale Monozyten-Zellzahl, die Verteilung der Subpopula-

tionen oder die Expression von Adhasionsmarkern.

Zur Covid-19 Erkrankung in der Schwangerschaft und deren Auswirkungen wurde inten-
siv geforscht. Die Interpretation bereits vorliegender Daten lassen den Schluss zu, dass
selten eine vertikale Transmission der Infektion mit SARS-CoV-2 auf das Kind erfolgt
(Kotlyar et al. 2021). Mehrere Publikationen stellen fest, dass die Infektion mit SARS-
CoV-2 ein erhdhtes Risiko fur die Entstehung einer PE mit sich bringt (Abschnitt 1.5.2)
(Papageorghiou et al. 2021; Wei et al. 2021). Es wurde gezeigt, dass eine akute Infektion

mit SARS-CoV-2 der Mutter zu maternalen und fetalen Verdnderungen der
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Monozytensubpopulationen (Abschnitt 1.9.2), erhdhten Interleukin-Leveln und zur Akti-
vierung sowie zur Dysregulation der Immunzellen fihrt (Kostopoulos et al. 2021; Garcia-
Flores et al. 2022; Du et al. 2023). Gleichzeitig beobachteten (Zhao et al. 2021; Kostop-
oulos et al. 2021), dass sich die durch eine SARS-CoV-2 Infektion veranderten Blutwerte
in Bezug auf die Immunzellen und insb. auch die Monozyten nach einigen Monaten ih-
rem jeweils ursprunglichen Niveau anndherten. DarUber hinaus gab es auch Hinweise
darauf, dass es bei einer SARS-CoV-2 Infektion wahrend der Schwangerschaft in fetalen
Monozyten zu einer Up-Regulation Interferon-stimulierter und Zytokin-produzierender
Gene kommt und dass die SARS-CoV-2 Infektion damit jedoch auch langfristig zu Ver-
anderungen fuhrt (Matute et al. 2022).

Eine Covid-19 Erkrankung scheint demnach auf maternaler und fetaler Seite akut zu

zahlreichen immunlogischen Modifikationen zu flhren.

Die Ergebnisse dieser Arbeit kdnnen in Zusammenschau mit den bisherigen Verdffentli-
chungen so interpretiert werden, dass sich die veranderten Werte nach einer gewissen
Zeit groltenteils normalisieren, weshalb sie in den Messungen flr diese Arbeit zu kei-
nem messbaren Unterschied gefiihrt haben. Daher kénnen sie mit den bereits bekann-
ten Beobachtungen als Ubereinstimmend interpretiert werden. Einen klaren Hinweis auf
einen Zusammenhang zwischen einer SARS-CoV-2 Infektion und der Entstehung der
PE in Bezug auf maternale oder fetale Monozyten konnte diese Arbeit nicht liefern. Ver-
schiedene Up- und Down-Regulationen auf Genomebene sowie Veranderungen an der
Gefallwand kénnten dennoch zu den beschriebenen und bekannten Endothel-assoziier-
ten Komplikationen der SARS-CoV-2 Infektion fihren.

5.2.5 Einordnung der Ergebnisse in die aktuelle Forschung und Ausblick

Das genaue Zusammenspiel des Monozyten-Makrophagen-Systems mit dem Endothel
und dessen Beitrag zur Pathophysiologie der PE ist bislang noch nicht vollstandig ge-
klart. Die verwendeten Methoden dienten der naheren Untersuchung der ersten Schritte

der noch unklaren Monozyten-Makrophagen-Kaskade (Abbildung 27).

Auf Grundlage dieser Arbeit kdnnte ein methodisches Folgeprojekt darin bestehen, eine
Simulation des Leukozyten-Rollings am Endothel und eine nahere histologische Be-
trachtung der Endotheloberflache sowie eine durchflusszytometrische Untersuchung
von Endothelzellen fir das weitere Verstandnis der PE durchzufiihren (Abbildung 27).
Daruber hinaus ware es moglich, eine intrazellulare Farbung fur Zytokine durchzufihren,
um die funktionellen Eigenschaften der isolierten Monozyten und der Endothelzellen zu
untersuchen. Die Veranderungen der Plazenta und die Rolle der Makrophagen in der

PE wurden in der Arbeitsgruppe néher beleuchtet.
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Abbildung 27: Kaskade des Monozyten-Makrophagen-Systems als Bestandteil der Pathophysiologie
der PE

Eigene Darstellung

5.3 Aussagekraft und Einschrankungen der Studie

Die vorliegende Arbeit tragt zum Verstandnis der immunlogischen EinflussgroRen im
Rahmen der PE bei. Untersuchungen zu den Monozytensubpopulationen und ihrem Ein-
fluss in der PE zeigten in Vorarbeiten auf maternaler und fetaler Seite charakteristische
Veranderungen (Abschnitt 1.9.4). In dieser Arbeit sollten Monozyten in drei Populationen
differenziert werden, gefolgt von einer Charakterisierung hinsichtlich des Adhasionsver-
haltens. Maternale und fetale PBMCs wurden diesbezlglich naher untersucht und ver-

glichen und dies in verschiedenen Risikoprofilen.

Positiv erscheint die grofle ProbengréRe (Tabelle 15) in den Gruppen Kontrolle, PE,
kvRF und Z.n. Covid, die eine gute Aussage Uber das Verhalten der Monozyten treffen
lasst. Weiterhin wurden vier verschiedene Adhasionsmarker, die unterschiedliche An-
satzpunkte der Adhasionskaskade reprasentieren, genauer beleuchtet. Die dieser Arbeit
zugrundeliegenden Analysen ergdnzen damit die noch ungenigende Datenlage zum
Adhasionsverhalten der untersuchten Immunzellen. Ein weiterer Vorteil dieses Projektes
besteht in der dynamischen Erweiterung des Ursprungskollektivs durch die Gruppe Z.n.
Covid. Im Zeitraum der Probensammlung (08/2020-07/2021) kam relativ zligig die An-
nahme auf, dass die Infektion ein erhdhtes PE-Risiko mit sich bringt, ein Ergebnis das
einen sehr aktuellen und wichtigen Bestandteil in der PE- und Covid-19-Forschung ein-

nimmt.

Tabelle 15: Verteilung der Teilnehmer des Kollektivs in der PBMC-Isolation und FACS-Analyse

Kontrolle | PE | kvRF | PE + Z.n. Co- PE + Z.n. Total
kvRF vid Covid
Mutter 30 15 | 18 6 11 1 81
Kind 21 14 | 15 3 15 2 70
Reif/<37+0 | 21/0 8/6 | 15/0 2/1 15/0 2/0 63/7

Das Studiendesign einer Fall-Kontroll-Studie, wie sie auch Gegenstadt dieser Arbeit war,
bringt sowohl Vor- als auch Nachteile mit sich. Positiv zu bewerten ist die Mdglichkeit,
mehrere EinflussgroRen zu beleuchten und gezielt seltene Erkrankungen zu analysie-
ren. Negativ erscheint die Selektionsbias, die ich versucht habe, durch strenge Ein- und
Ausschlusskriterien zu beschranken. Weiterhin kdnnen in diesem Studiendesign Kau-

salzusammenhange nicht sicher von Korrelationszusammenhangen unterschieden
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werden. Nachteilig erscheint zusatzlich die bereits erwahnte geringe Patientinnenzahl
(Tabelle 15) in den Gruppen PE + kvRF sowie PE + Z.n. Covid. Aulderdem wurde in
dieser Arbeit die endotheliale Komponente nicht beleuchtet. Fir kunftige Untersuchen
wilrde sich eine multizentrisch angelegte Studie anbieten sowie eine Verblindung bei
Aufbereitung der Proben.
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6 Zusammenfassung

Die PE wird als Multisystemerkrankung verstanden und gehort zu den hypertensiven
Schwangerschaftserkrankungen mit einer Pravalenz von 2,8-5,2 % in Europa. Die Ent-
bindung des Kindes stellt die einzige kausale Therapie dar, wobei die maternale und
fetale Morbiditat weiterhin verhaltnismalig hoch ist (Umesawa und Kobashi 2017;
DGGG 2024b). Risikofaktoren sind neben kardiovaskularen Erkrankungen auch SARS-
CoV-2 Infektionen. Gleichzeitig haben betroffene Mutter und ihre Kinder langfristig ein
signifikant erhdhtes Risiko flr Herz-Kreislauferkrankungen (Papageorghiou et al. 2021;
DGGG 2024b). Die Pathophysiologie der PE ist nur teilweise verstanden. Maternale und
plazentare Faktoren sowie Fehlregulationen tragen zusammen mit weiteren Einfllissen
zur Entstehung der PE und einer generalisierten endothelialen Dysfunktion bei, an der
Immunzellen und Entziindungsmediatoren beteiligt sind (Roberts und Lain 2002; Staff et
al. 2010; Possomato-Vieira und Khalil 2016).

In dieser Arbeit konnten in maternalen und fetalen Proben signifikante Veranderungen
der Monozyten-Zellzahl in Relation zur SSW sowie eine erhdhte Anzahl in der PE ge-
funden werden. Auch zeigten sich in der PE signifikant mehr CD14*/CD16" Monozyten,
welche ein besonders hohes Extravasationspotential aufweisen. In der Gruppe PE +
kvRF stieg die Zahl maternaler CD14*CD16 Monozyten, die mit Gewebeschaden und
Atherosklerose assoziiert sind. Dies deutet auf einen Unterschied in der Monozytenbe-
teiligung bei bestehender kardiovaskularer Belastung hin. Ein solcher Unterschied wurde
jedoch nicht bei fetalen Monozyten nachgewiesen, was ein Priming durch kardiovasku-

lare Risiken in der PE eher ausschlielit.

Entgegen der dieser Arbeit zugrundeliegenden Vermutung sind die Unterschiede in der
Expression von Adhasionsmarkern nicht eindeutig. So schien die Expression von CD15
und CD49d in der PE tendenziell erhéht. Dagegen ergab sich flr die Bindungspartner
CD18 und CD54 eine konstant hohe und wenig variable Expression, was eine unspezi-
fische Rolle der beiden Marker bei der Adhasionskaskade vermuten lasst. Besonders
hervorzuheben ist die in dieser Arbeit neuartige Untersuchung der Adhasionsmarker-

exprimierenden Subpopulationen, die keine klaren Unterschiede ergab.

Eine weitere Erkenntnis dieser Arbeit ist der Nachweis, dass sich Monozyten hinsichtlich
ihrer inflammatorischen und adhasiven Veranderungen von einer akuten Covid-19 Infek-
tion erholen kdnnen. Dies erweitert die bisherige Datenlage und liefert wertvolle Erkennt-

nisse zu den immunologischen Folgen einer Covid-19 Infektion in der Schwangerschaft.

Zusammenfassend wurden erstmals fetale und maternale Monozyten in Patientinnen mit

PE und zwar mit bzw. ohne kvRF in Hinblick auf Polarisation und Adhasionsverhalten
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verglichen. Dies stellt einen Fortschritt im Verstandnis der Pathophysiologie der PE dar.
Weitere Untersuchungen sind jedoch notwendig, um ursachenspezifische Therapien
dieser weiterhin relevanten Schwangerschaftskomplikation zu entwickeln, um die mater-

nale und die fetale Morbiditat zu reduzieren.
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