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1 Arbeitshypothese und Fragestellung

1 Arbeitshypothese und Fragestellung

Die Praeklampsie ist eine relativ hdufige Erkrankung bei schwangeren Frauen und eine
Hauptursache maternaler und perinataler Morbiditat und Mortalitat. Bislang ist wenig Uber

die Pathogenese bekannt.

Asymmetrisches Dimethylarginin (ADMA) ist ein endogener Inhibitor der endothelialen
Stickstoffmonoxid-Synthase und flihrt zu einer verminderten Bioverfugbarkeit des
vasodilatierenden Stickstoffmonoxids. ADMA spielt eine wichtige Rolle bei der Entstehung
von Endotheldysfunktion und Atherosklerose. Studien belegen, dass Frauen mit
Préaeklampsie erhohte Plasma-ADMA-Konzentrationen im Vergleich zu gesunden

Schwangeren aufweisen.

ADMA wird hauptsachlich von dem Enzym Dimethylarginin-Dimethylaminohydrolase
(DDAH) metabolisiert, welches ubiquitar im Gewebe vorkommt und auch in hohem MaR in
der Plazenta exprimiert wird. Wir vermuten, dass bei Frauen mit Préeklampsie eine
Beeintrachtigung der plazentaren DDAH-AKktivitat oder eine verminderte Expression dieses
Enzyms eine mogliche Ursache fiir die erhéhte ADMA-Plasmakonzentration sein konnte. Im
Rahmen dieser Studie wollen wir daher untersuchen, ob und inwieweit bei Frauen mit
Préeklampsie ein Zusammenhang besteht zwischen der ADMA-Plasmakonzentration und
der Aktivitdt oder Expression der plazentaren DDAH. Daraus ergeben sich folgende

Fragestellungen fiir die vorliegende Arbeit:

+ Unterscheidet sich die Hohe der ADMA-Plasmakonzentration bei den von uns

untersuchten gesunden Schwangeren und Frauen mit Praeklampsie?

+ Bestehen Unterschiede in der Expression und/oder der Aktivitat der plazentaren DDAH

in diesen beiden Gruppen?

+ Kaorreliert die plazentare DDAH-AKktivitat und/oder die plazentare DDAH-Expression
mit der Hohe der ADMA-Plasmakonzentration bei Frauen mit Praeklampsie?

Die Bestatigung unserer Hypothese waére ein Hinweis darauf, dass bei Préeklampsie
mdoglicherweise ein kausaler Zusammenhang besteht zwischen verminderter Leistung der
plazentaren DDAH und erhdhter ADMA-Plasmakonzentration. Dies kdnnte pathogenetisch

bedeutsam sein und einen Angriffspunkt einer zukinftigen Pharmakotherapie darstellen.
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2.1

Einleitung

Praeklampsie

2.1.1 Hypertensive Schwangerschaftserkrankungen

In der westlichen Welt werden 5-10% aller Schwangerschaften durch hypertensive
Erkrankungen kompliziert (Wagner et al. 2007; Pévoa et al. 2008; Kuklina et al. 2009), sie

stehen an erster bis dritter Stelle der mitterlichen Todesursachen weltweit. Folgende

Klassifizierung richtet sich nach den Leitlinien der Deutschen Gesellschaft flir Gynakologie
und Geburtshilfe (DGGG 2010):

*

Gestationshypertonie: Nach der 20. Schwangerschaftswoche (SSW) auftretende

Blutdruckwerte tber 140 mmHg systolisch und/oder 90 mmHg diastolisch bei einer
zuvor normotensiven Schwangeren. Eine Proteinurie tritt nicht auf und die Blutdruck-

werte normalisieren sich innerhalb von 12 Wochen nach der Geburt.

Préeklampsie: Nach der 20. SSW auftretende Gestationshypertonie und Proteinurie von
mindestens 300 mg in 24 Stunden. Eine Praeklampsie kann auch bei fehlender
Proteinurie bestehen, wenn alternativ folgende Kriterien auftreten: Fetale Wachstums-
retardierung, Leberbeteiligung in Form ansteigender Aminotransferasen, Nieren-

funktionsstérungen, neurologische Probleme oder hdmatologische Stérungen.

Schwere Préeklampsie: Diese Diagnose kann bei zusétzlichem Vorliegen mindestens

eines der folgenden Kriterien gestellt werden: Blutdruck tber 170 mmHg systolisch
und/oder 110 mmHg diastolisch, Proteinurie Uber 5 g in 24 Stunden, Nierenfunktions-
einschrdnkung (Kreatinin > 0,9 g/l oder Oligurie < 500 ml/24 h), Leberbeteiligung
(Anstieg der Aminotransferasen oder schwere Oberbauchschmerzen), Lungenddem oder
Zyanose, hamatologische Stdrungen (Thrombozytopenie, Hamolyse), neurologische

Symptome (starke Kopfschmerzen, Sehstérungen) oder fetale Wachstumsretardierung.

Pfropf-Préeklampsie: Liegt vor bei Frauen mit chronischer arterieller Hypertonie, bei

denen im Verlauf der Schwangerschaft eine Proteinurie auftritt (vor der 20. SSW oder
nach der 20. SSW, dann Gestationsproteinurie). Die Diagnose verlangt zudem eines der

folgenden Kriterien nach der 20. SSW: Pl6tzlicher Anstieg der Proteinurie, pl6tzlicher
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Blutdruckanstieg oder ein klinisches oder laborchemisches Merkmal der schweren

Préeklampsie.

+ Eklampsie: Bezeichnet das Auftreten von zerebralen Krampfanfallen bei Frauen mit

Praeklampsie, die keiner anderen Ursache zugeordnet werden kdnnen.

+ HELLP-Syndrom: Eine Sonderform der Préeklampsie stellt dieser Symptomkomplex

aus haemolysis (H&molyse), elevated liver enzymes (erhohte Aminotransferasen) und
low platelet count (erniedrigte Thrombozytenzahl) dar. Bei Eklampsie und HELLP-

Syndrom kénnen die Symptome einer Praeklampsie auch fehlen.

+ Chronische Hypertonie: Prékonzeptionell oder vor der 20. SSW diagnostizierte und

postpartal langer als 12 Wochen persistierende arterielle Hypertonie, das heif3t
Blutdruckwerte iber 140 mmHg systolisch und/oder 90 mmHg diastolisch.

Der Begriff Praeklampsie wird in dieser Arbeit Ubergreifend fur Praeklampsie, Pfropf-
Praeklampsie und HELLP-Syndrom verwendet.

2.1.2 Epidemiologie und Komplikationen der Praeklampsie

Die Préeklampsie tritt in medizinisch entwickelten Landern bei 1,8-8% aller schwangeren
Frauen auf (P6voa et al. 2008; Kuklina et al. 2009; Steegers et al. 2010) und ist fur jeden
dritten Fall schwerer mutterlicher Morbiditat sowie eine funffach gesteigerte perinatale
Mortalitat verantwortlich (Waterstone et al. 2001, DGGG 2010). Die Rate ernsthafter
geburtshilflicher Komplikationen ist im Vergleich zu gesunden Schwangeren um ein
Vielfaches erhdht. Insbesondere Frauen mit schwerer Praeklampsie sind pradisponiert fir
potentiell lebensbedrohliche Ereignisse wie intrazerebrale Blutungen, Leberversagen oder
vorzeitige Plazentalosung (National High Blood Pressure Education Program Working
Group 2000; Sibai et al. 2005). Die Inzidenz schwerer Verlaufsformen stieg im letzten
Jahrzehnt signifikant an (Kuklina et al. 2009).

In Bezug auf 10.000 Geburten von erkrankten Frauen erleiden 185 Patientinnen eine
disseminierte intravasale Gerinnung (DIC), bei Gber 100 tritt ein akutes Nierenversagen auf.
Weitere Komplikationen sind akutes progressives Lungenversagen bei 97, zerebrovaskulare

Ereignisse im Wochenbett bei 57 und Lungenddeme bei 54 Frauen. Etwa 130 von 10.000
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erkrankten Frauen missen beatmet werden. Die Letalitdt betrdgt 14,4 von 10.000
Betroffenen. Im Vergleich dazu liegen die Raten schwerwiegender Komplikationen bei
schwangeren Frauen ohne hypertensive Erkrankungen fur die DIC bei 6,7 und flr das
Lungenversagen bei 2,5 von 10.000. Die Letalitét betragt 0,6 von 10.000 gebarenden Frauen
(Kuklina et al. 2009).

2.1.3 Risikofaktoren und Vorhersagemdglichkeiten der Praeklampsie

Duckitt und Harrington (2005) haben in einer Metaanalyse die in der Tabelle 1 dargestellten
Risikofaktoren fur die Entwicklung einer Préeklampsie zusammengefasst. Bereits 1986
konnten Fleischer et al. zeigen, dass mit der Dopplersonografie ein erhohter
Gefalwiderstand der Aa. uterinae durch verdnderte Flussmuster darstellbar ist. Insbesondere
postsystolische Inzisuren (Notches) stellen Indikatoren flir schwangerschaftskomplizierende
Ereignisse wie die Praeklampsie dar. Da bislang kein laborchemischer Test die Kriterien
eines brauchbaren pradiktiven Verfahrens erreicht, bleiben die Dopplersonografie und
Anamneseerhebung in der Klinik die Mittel der Wahl, um Frauen mit einem erh6htem

Préaeklampsie-Risiko friihzeitig zu identifizieren (Levine und Lindheimer 2009).

Tabelle 1. Risikofaktoren fur das Auftreten einer Praeklampsie. Modifiziert nach Duckitt
und Harrington (2005).

Risikofaktor Relatives Risiko
Antiphospholipidsyndrom 9,7
Préaeklampsie in der VVorgeschichte 7,2
Autoimmunerkrankung 6,9
Diabetes mellitus 3,6
Hoher Body Mass Index 3.2
(26,1-29,0 versus <26,1 kg/m?)

Nulliparitét 2,9
Letzte Geburt mehr als zehn Jahre zuriickliegend 2,9
Positive Familienanamnese (betroffene Mutter der Patientin) 2,9
Zwillingsschwangerschaft 2,9
Alter uber 40 Jahre 2,0
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2.1.4 Therapie der Praeklampsie

Patientinnen mit leichter Praeklampsie kdnnen ambulant behandelt werden, erst bei
anhaltenden Blutdruckwerten tber 170 mmHg systolisch und/oder 120 mmHg diastolisch
wird eine medikamenttse Blutdrucksenkung notwendig, welche dann stationér erfolgen
sollte. Die antihypertensive Therapie dient der Préavention mdtterlicher zerebrovaskulérer
und kardiovaskuldarer Komplikationen, eine Verbesserung der kindlichen Prognose konnte
nicht gezeigt werden (DGGG 2010). Die bislang einzige kausale Behandlung der
Préeklampsie stellt die Entbindung dar (Levine und Lindheimer 2009).

2.1.5 Pathogenese der Praeklampsie

Die als multifaktoriell angesehene Atiologie der Praeklampsie ist bislang weitgehend
ungeklart (Redman und Sargent 2005; Schmidt und Kimmig 2007). Allgemein gilt jedoch,
dass die Plazenta bei der Entwicklung der Erkrankung eine zentrale Rolle einnimmt und
Storungen in deren Entwicklung (Plazentation) der klinischen Manifestation der Erkrankung
vorausgehen. Wahrend der ersten Hélfte einer normalen Schwangerschaft verlassen
embryonale Trophoblastzellen den fetalen Zottenbaum und invadieren als extravilloser
Trophoblast das innere Drittel des Myometriums (interstitielle Invasion). Zeitgleich
durchdringen die invasiven Trophoblastzellen die Wand der Spiralarterien (endovaskulare
Invasion). Bei diesem Vorgang werden miditterliches Endothel und Geféd3media durch die
embryonalen Zellen ersetzt, es resultiert eine ausgepragte Vasodilatation der nun
uteroplazentaren Gefdle mit der Folge der maximalen Durchblutung der Plazenta. Die

vasomotorische Kontrolle tber diese Gefalie entfallt (Robertson 1976; Klockenbusch 2005).

Bei der Praeklampsie erfolgt die Umwandlung der Spiralarterien in uteroplazentare Arterien
durch fehlerhafte endovaskuldre Invasion nur unzureichend (Brosens 1995; Rath 2005;
Schmidt und Kimmig 2007). Die Arterien werden von Thrombozyten und
Fibrinablagerungen obstruiert, es resultiert eine Ischdmie der Plazenta (Reister et al. 2008).
Die Ursachen der gestorten Plazentation sind ungeklart. Vermutet werden eine verminderte
invasive Potenz der Trophoblastzellen oder eine tberschielende miitterliche Immunantwort
auf den Fetus (Schmidt und Kimmig 2007; Reister et al. 2008). Andere Autoren hingegen
postulieren, dass im Gegenteil eine zu geringe Interaktion zwischen Mutter und Kind der

Invasionsstérung zu Grunde liegt (Hiby et al. 2004).
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Infolge der Ischdmie der Plazenta entwickelt sich eine generalisierte Endotheldysfunktion
des mitterlichen GeféaBsystems. Vasokonstriktion und Verlust der endothelialen
Schrankenfunktion in zahlreichen Endorganen mit den klinischen Symptomen der
Préeklampsie sind die Folge (Lam et al. 2005; Maynard et al. 2008). Auch die Inkubation
gesunder Endothelzellen mit den Seren von Frauen mit Praeklampsie hat eine
Endotheldysfunktion zur Folge (Myers et al. 2005). Da die Erkrankung aufRerdem einzig mit
der Geburt der Plazenta beendet werden kann (Levine und Lindheimer 2009), stellten
Roberts et al. (1989) die Hypothese auf, dass eine unter Hypoxie von der Plazenta
sezernierte Substanz Ausloser der Praeklampsie ist. In den letzten Jahren sind zahlreiche
potentielle ,,Praeklampsiemediatoren, beispielsweise Asymmetrisches Dimethylarginin,
Wachstumsfaktoren und Wachstumsfaktorrezeptoren, Gegenstand intensiver Forschung
gewesen (Holden et al. 1998; Dechend et al. 2003; Luft 2003; Maynard et al. 2003; Maynard
et al. 2008; Kuc et al. 2011).

2.2  Stickstoffmonoxid

2.2.1 Vasodilatation

Furchgott und Zawadzki (1980) konnten zeigen, dass Acetylcholin nur bei intakter
Endothelzellschicht eine Vasodilatation auszulésen vermag. Eine von den Endothelzellen
produzierte und sezernierte Substanz flhrte in der benachbarten glatten Gefamuskulatur zur
Tonusabnahme und wurde Endothelium Derived Relaxing Factor (EDRF) genannt
(Furchgott 1983). Zwei verschiedene Forschungsgruppen konnten schlieBlich die
Ubereinstimmung von EDRF und Stickstoffmonoxid (NO) nachweisen (Ignarro et al. 1987;
Palmer et al. 1987).

Die vasodilatierende Wirkung von NO ist auf die direkte Aktivierung der loslichen
Guanylatzyklase innerhalb der glatten GefédBmuskelzelle zuriickzufiihren: Die aktivierte
Guanylatzyklase katalysiert die Reaktion von Guanosintriphosphat (GTP) zu zyklischem
Guanosinmonophosphat (cGMP; Férstermann et al. 1986). Der intrazelluldre cGMP-Anstieg
wiederum aktiviert cGMP-gekoppelte Proteinkinasen, die eine Abnahme der zytosolischen
Calciumkonzentration und damit eine Abnahme des muskuldren Tonus des Blutgefélies
bewirken (Moncada und Higgs 1993), Abbildung 1.
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Abb. 1. Arginin-Stickstoffmonoxid-Kaskade. Ca** = Calcium, NO = Stickstoffmonoxid,
eNOS = endotheliale NO-Synthase, ER = Endoplasmatisches Retikulum, GTP = Guanosin-
triphosphat, cGMP = zyklisches Guanosinmonophosphat, PDE 5 = Phosphodiesterase 5,
GMP = Guanosinmonophosphat

2.2.2 Endotheliale Dysfunktion

Stickstoffmonoxid aus Endothelzellen ist von besonderer Wichtigkeit fur die lokale
Regulation von Blutdruck und Blutfluss (Forstermann et al. 1994). Weitere wichtige Effekte
von NO werden ebenfalls durch cGMP als second messenger vermittelt: NO ist Hemmstoff
der Plattchenadhdsion und Plattchenaggregation (Alheid et al. 1987). AulRerdem reduziert es
intrazelluldren oxidativen Stress, der fiir die vermehrte Leukozyten-Adhésivitdt an der
Endotheloberflache und somit einer Begiinstigung von Atherosklerose verantwortlich
gemacht wird (Kubes et al. 1991). Weitere Wirkungen sind die Hemmung der Proliferation
glatter Muskelzellen (Garg und Hassid 1989; Bdger et al. 1998) und die Reduktion der
Produktion von Superoxidradikalen (Boger et al. 1995). NO wirkt zudem antiathero-
sklerotisch durch Verhinderung der Oxidation von Low Density Lipoproteines (LDL), die die
Plagqueentstehung beglinstigt (Leitinger et al. 1995), Abbildung 2.

Eine reduzierte NO-Bioverfiuigbarkeit fiihrt zu Endotheldysfunktion (Ross 1999). Zahlreiche
Risikofaktoren der Atherosklerose sind mit einem verminderten Stickstoffmonoxid-Angebot
beziehungsweise einer Endotheldysfunktion assoziiert (Boger et al. 1996a). Bei der
Préeklampsie weisen die Patientinnen eine generalisierte Endotheldysfunktion auf (Maynard
et al. 2008).
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Abb. 2. Effekte von Stickstoffmonoxid (NO). Modifiziert nach Béger (2003). LDL = Low
Density Lipoproteines

2.2.3 Synthese von Stickstoffmonoxid

Stickstoffmonoxid wird aus der Guanidinogruppe der Aminoséure L-Arginin mit L-Citrullin
als Nebenprodukt synthetisiert (Palmer et al. 1988). Die Reaktion wird durch das Enzym
NO-Synthase (NOS) katalysiert, von der drei verschiedene Isoformen existieren (Pollock et
al. 1991): Eine induzierbare NOS (iNOS = NOS Il), die unter Einfluss von Zytokinen
exprimiert wird (Stuehr et al. 1991), sowie zwei konstitutiv exprimierte NO-Synthasen, die
nach dem Ort ihrer Erstbeschreibung als neuronale NOS (nNOS = NOS I; Mayer et al. 1991)
und endotheliale NOS (eNOS = NOS IlI; Pollock et al. 1991) bezeichnet werden. Die eNOS
reagiert auf physikalische Reize wie Scherstress oder Hypoxie oder nach Bindung
bestimmter Liganden wie Acetylcholin, Bradykinin oder Thrombin. Die Aktivitat der
konstitutiven NOS wird durch Calcium und Calmodulin reguliert (Moncada et al. 1991),

wahrend die iINOS Calcium-unabhangig NO in sehr groBen Mengen produziert.

2.2.4  Abbau von zyklischem Guanosinmonophosphat und Stickstoffmonoxid

Der Abbau von cGMP erfolgt einerseits durch Phosphodiesterasen (Rybalkin et al. 2003),
andererseits wird es unverandert tber die Nieren ausgeschieden (Tolins et al. 1990). Die
cGMP-Konzentration des Urins kann auf diese Weise als indirekter Parameter fur die

systemische NO-Syntheserate herangezogen werden (Tolins et al. 1990; Bdger et al. 1994).
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Stickstoffmonoxid hat eine sehr kurze Halbwertszeit (Moncada et al. 1991); nach etwa vier
Sekunden biologischer Aktivitat wird es Gber Nitrit (NO,) zu Nitrat (NOj3’) oxidiert und
anschlieBend mit dem Urin ausgeschieden (Ignarro 1990; Wennmalm et al. 1993). Die
Nitrat-Urin-Exkretion wird ebenfalls hdufig als Parameter fur die systemische NO-Aktivitat
genutzt (Boger et al. 1996b).

2.3 Asymmetrisches Dimethylarginin

2.3.1 Hemmung der Synthese von Stickstoffmonoxid durch Asymmetrisches
Dimethylarginin

Argininanaloga konkurrieren mit dem Substrat L-Arginin um die Bindungsstelle an der NO-
Synthase und wirken auf diese Weise als kompetitive Inhibitoren der Stickstoffmonoxid-
Synthese. Sie kommen natlrlicherweise im Kdérper vor: Zum einen in Form des einfach
methylierten N-Monomethyl-L-Arginin  (L-NMMA), zum anderen als die an der
Guanidinogruppe substituierten Dimethylarginine  Asymmetrisches Dimethylarginin
(ADMA) und Symmetrisches Dimethylarginin (SDMA; Nakajima et al. 1971; Vallance et al.
1992).
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Vatks Vaike aiks
CH- CH, CH-
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CH:> CH> CH>
/ N /N
HoN (iI=O HoN (|3=O HoN (I3=O
OH OH OH
L-Arginin ADMA SDMA

Abb 3. L-Arginin und Strukturanaloga Asymmetrisches Dimethylarginin (ADMA) und
Symmetrisches Dimethylarginin (SDMA).
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Hibbs et al. (1987) konnten die NOS-hemmende Wirkung der Argininanaloga zunéchst
anhand von L-NMMA nachweisen. In tierexperimentellen Studien léste L-NMMA
Hypertonie aus (Aisaka et al. 1989). Vallance et al. (1992) konnten die gleiche Wirkung fiir
ADMA nachweisen. Bei etwa zehnmal hoherer Plasma-Konzentration macht ADMA den
weitaus groleren Anteil der endogenen NO-Hemmung aus. Fir SDMA konnte kein NOS-

hemmender Effekt nachgewiesen werden.

2.3.2 Erhohte Plasmakonzentration von Asymmetrischem Dimethylarginin als
Risikofaktor kardiovaskulédrer Erkrankungen

Kielstein et al. (2004) haben im Rahmen einer experimentellen Studie die Wirkung einer
intravenésen ADMA-Applikation an gesunden Probanden in vivo untersucht. Kurz nach der
Infusion von ADMA wurde als Ausdruck einer verminderten NO-Bioverfligbarkeit eine
verminderte Plasmakonzentration von cGMP gemessen. Aullerdem war das Herzzeit-
volumen niedriger und der systemische Gefalwiderstand und arterielle Blutdruck héher im

Vergleich zu den gemessenen Parametern vor der ADMA-Infusion.

Eine erh6hte ADMA-Plasmakonzentration ist ein unabhdngiger Risikomarker fur peri- und
postoperative Komplikationen. In einer klinischen Studie mit 402 Patienten, die sich einer
nicht-kardialen Operation unterziehen lassen mussten, wurde praoperativ die ADMA-
Plasmakonzentration bestimmt. In einer 30 tdgigen postoperativen Beobachtungsphase war
das Risiko postoperativer Komplikationen um 33% erhoht fiir jeden Anstieg der ADMA-

Plasmakonzentration um 0,1 pmol/l (Maas et al. 2007).

Eine erhdéhte ADMA-Plasmakonzentration bewirkt durch eine kompetitive Hemmung der
Stickstoffmonoxid-Synthase eine reduzierte NO-Bioverfligharkeit. Dies fuhrt zu einer
Endotheldysfunktion und daraus resultierend mdoglicherweise zu einer Vasokonstriktion,
erhéhtem arteriellen Blutdruck und Atherosklerose (Boger et al. 2009; Pope et al. 2009;
Leiper und Nandi 2011). Zahlreiche, insbesondere kardiovaskuldre Erkrankungen gehen mit
einer erhohten ADMA-Plasmakonzentration einher, Tabelle 2.
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Tabelle 2. Erkrankungen, die mit einer erhéhten Plasmakonzentration von
Asymmetrischem Dimethylarginin einhergehen. Alle Daten stammen aus klinischen
Studien. Modifiziert nach Boéger (2004).

Erkrankung Faktor der ADMA-Konzentration im

Vergleich zur gesunden Kontrolle
Chronisches Nierenversagen 2-7
Chronische Herzinsuffizienz 2-3
Diabetes mellitus Typ Il 2-3
Periphere arterielle Verschlusskrankheit 2-3
Préaeklampsie 2-3
Chronische arterielle Hypertonie 2

Hypercholesterindamie
Hyperhomocysteinamie

Schlaganfall

N DN N DN

Koronare Herzkrankheit

2.3.3  Synthese von Asymmetrischem Dimethylarginin

ADMA entsteht ubiquitdr bei der posttranslationalen Modifikation von Proteinen in nahezu
allen Zelltypen (Cantoni 1975). Argininreste werden dabei von bestimmten Enzymen
(Protein-N-Arginin-Methyltransferasen = PRMT) mit S-Adenosyl-Methionin  als
Methylgruppendonor methyliert (Paik und Kim 1968). Bei anschlieRender hydrolytischer
Spaltung der Proteine werden die methylierten Argininanaloga frei (Cantoni 1975). Es
existieren zwei Typen der PRMT: die Typ | PRMTs (PRMTL, 2, 3, 4, 6, 8) katalysieren die
Synthese von ADMA, die Typ Il PRMTs (PRMTS5, 7) fiihren zur Bildung von SDMA. An
der Synthese von L-NMMA konnen beide Enzyme beteiligt sein (McBride und Silver 2001).

2.3.4 Abbau von Asymmetrischem Dimethylarginin durch Dimethylarginin-
Dimethylaminohydrolasen

Der Abbau des Asymmetrischen Dimethylarginins erfolgt auf zwei Wegen: ADMA wird
zum einen unverandert mit dem Urin ausgeschieden (Vallance et al. 1992), der groRere

Anteil jedoch wird enzymatisch durch die Dimethylarginin-Dimethylaminohydrolase

11
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(DDAH) abgebaut, die in nahezu allen Geweben nachgewiesen werden kann (Ogawa et al.
1989). Die DDAH Kkatalysiert die hydrolytische Spaltung von ADMA und L-NMMA in
Dimethylamin und L-Citrullin. SDMA wird nicht durch die DDAH abgebaut.

Das Enzym existiert in zwei Isoformen: DDAH 1 dominiert in Geweben, die die neuronale
NO-Synthase (NOS 1) exprimieren, auBerdem konnte eine hohe Aktivitat in Nieren und
Leber festgestellt werden. Die DDAH 2 wird vor allem in den Nieren und dem
kardiovaskuldren System sowie Plazentagewebe exprimiert (Leiper et al. 1999). Eine
Hemmung der DDAH erhoht die ADMA-Konzentration in Endothelzellen und mindert auf
diese Weise die NO-vermittelte Vasodilatation (MacAllister et al. 1996).

L-Arginin

¢

-

<I5rotein-N—Arginin-MethyItransferase;;l_>

—

CH
L s
L-Arginin___

CH;

Proteolyse
I ADMA W — eNOS>
<DDAI§ | ’ - l“
/ . Ausscheidung
L-Citrullin ‘\ tber den Urin Endotheldysfunktion
Dimethylamin

e

Kardiovaskulare
Erkrankungen!

Abb. 4. Synthese und Abbau von Asymmetrischem Dimethylarginin. Modifiziert nach
Boger (2003). ADMA = Asymmetrisches Dimethylarginin, DDAH = Dimethylarginin-
Dimethylaminohydrolase, eNOS = endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase
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2.3.5 Ursachen einer erhohten Plasmakonzentration von Asymmetrischem Dimethyl-
arginin

Die Ursachen einer erhdhten ADMA-Plasmakonzentration kdnnen in einer gesteigerten
Synthese oder einem verminderten Abbau von ADMA liegen. Scherstress am Endothel
steigert die PRMT-Expression und somit die Produktion von ADMA (Osanai et al. 2003).
Eine verminderte DDAH-Aktivitat und/oder DDAH-Expression fiihrt Uber eine verminderte
Metabolisierung zu einer erhohten ADMA-Plasmakonzentration (Wang et al. 2007; Abhary
et al. 2010). Es konnte ein Zusammenhang von eingeschrankter DDAH-AKktivitat und/oder
DDAH-Expression und zahlreichen Erkrankungen mit verminderter NO-Bioverfligbarkeit
nachgewiesen werden (Leiper und Nandi 2011). AuBerdem akkumuliert ADMA bei
Niereninsuffizienz mit eingeschrénkter Urin-Exkretion (Vallance et al. 1992).

2.4 Asymmetrisches Dimethylarginin und Praeklampsie

Der mittlere arterielle Blutdruck einer gesunden Schwangeren ist deutlich niedriger als der
einer nichtschwangeren Frau. Er fallt zunéchst mit Beginn der Schwangerschaft ab, steigt ab
dem zweiten Trimenon wieder an und erreicht zum Zeitpunkt der Geburt etwa den
Ausgangswert. Vor allem endotheliale Mechanismen scheinen an der Reduktion des
arteriellen Blutdruckes bei gesunden Schwangeren verantwortlich zu sein (Holden et al.
1998). Bei Frauen mit Préeklampsie bleibt die Reduktion des peripheren Widerstandes aus
(Seligman et al. 1994; Lopez-Jaramillo et al. 1995), der Blutdruck ist erhéht im Vergleich zu
gesunden Schwangeren und nichtschwangeren Frauen (Holden et al. 1998). Es besteht ein
Zusammenhang von Endotheldysfunktion mit verminderter NO-Synthese und erhéhtem
Blutdruck bei Praeklampsie (Baylis et al. 1998; Ldpez-Jaramillo et al. 2008).

Parallel zum Blutdruckverlauf verhdlt sich die ADMA-Plasmakonzentration bei
Schwangeren: Im Verlauf der Schwangerschaft fallt sie zunédchst ab und steigt dann
kontinuierlich bis zur Geburt hin an. Sie ist dabei zu jedem Zeitpunkt geringer als bei
nichtschwangeren Frauen (Holden et al. 1998). ADMA kann als endogener Inhibitor der
NO-Synthase die Menge an freiem Stickstoffmonoxid reduzieren und endotheliale
Dysfunktion (Vallance et al. 1992; Calver et al. 1993) und Hypertonie (Kielstein et al. 2005)
zur Folge haben. In Kklinischen Studien konnte ein Zusammenhang von Praeklampsie und

erhohter ADMA-Plasmakonzentration gezeigt werden (Tabelle 3).

13



2 Einleitung

Tabelle 3. Plasmakonzentration von Asymmetrischem Dimethylarginin bei gesunden
Schwangeren und Frauen mit Praeklampsie.

Gestationsalter Kontrollen Préeklampsie  Faktor Quelle

ADMA ADMA

[pmol/l] [pmol/l]
2. Trimenon 0,34 0,45 1,3 (Speer et al. 2008)
3. Trimenon 0,50 1,20 2,4 (Fickling et al. 1993)
3. Trimenon 0,36 0,55 1,5 (Pettersson et al. 1998)
3. Trimenon 0,56 1,17 2,1 (Holden et al. 1998)
Geburt 0,39 0,44 1,1 (Braekke et al. 2009)
Geburt 0,49 0,55 1,1 (Speer et al. 2008)
3 Tage post partum 0,64 0,67 1,0 (Pettersson et al. 1998)

Die Arbeitsgruppe um Savvidou et al. (2003) konnte nachweisen, dass Endotheldysfunktion
und eine erhdhte ADMA-Plasmakonzentration bei Frauen, die spéter eine Praeklampsie
entwickelten, schon vor Manifestation der Erkrankung nachweisbar waren. Da ADMA im
Wesentlichen durch die DDAH abgebaut wird, kdnnte eine mogliche Ursache fur die erhdhte
ADMA-Plasmakonzentration bei Frauen mit Praeklampsie eine Beeintrchtigung der
plazentaren DDAH-AKktivitat oder eine verminderte Expression dieses Enzyms sein.

| Mangelhafte Plazentation |

Plazentare DDAH-Aktivitat |
und / oder DDAH-Expression |

| Systemisch ADMA{ |

Nierendurchblutung |, | Systemisch NO | | Peripherer R 1,
glomeruléare Endotheliose, Vasokonstriktion, Odeme,
Proteinurie K| Endotheldysfunktion |/ arterielle Hypertonie

Plazentare Durchblutung |,|_| Praeklampsiesyndrom |- Zerebrale Krampfe,
IUGR / IUFT intrazerebrale Blutungen
4 MY
Leberfunktionsstérung, ||Gerinnung/Fibrinolyse 1,
Aminotransferasen 1 Hamolyse, DIC

Abb. 5. Verminderte plazentare Aktivitat und/oder Expression der DDAH als mdégliche
Ursache der erhdohten ADMA-Plasmakonzentration bei Frauen mit Préeklampsie.
DDAH = Dimethylarginin-Dimethylaminohydrolase, ADMA = Asymmetrisches Dimethyl-
arginin, NO = Stickstoffmonoxid, DIC = Disseminierte intravasale Gerinnung, IUGR/IUFT =
intrauterine Wachstumsretardierung/Fruchttod
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3 Methodik

3.1 Genehmigungen

Vorliegende Studie wurde von der Ethikkommission der Arztekammer Hamburg mit einem
positiven Votum (UKE-KP 2004/008) beurteilt. Alle teilnehmenden Patientinnen wurden
von Arztinnen eingehend schriftlich und mindlich aufgeklart und haben vor
Studieneinschluss eine Einverstandniserklarung unterschrieben. Es wurde ausdriicklich
darauf hingewiesen, dass ein Studienabbruch jederzeit und ohne Angabe von Griinden

mdglich war.

3.2  Studiendesign

Die Durchfuhrung der prospektiven klinischen Studie erfolgte monozentrisch in der Klinik
und Poliklinik fur Geburtshilfe und Prénatalmedizin des Universitatsklinikums Hamburg-
Eppendorf (UKE). Um einen signifikanten Unterschied bezlglich der ADMA-
Plasmakonzentration im Vergleich zu gesunden Schwangeren nachweisen zu kdnnen, wurde
anhand alterer Studien die Anzahl der an Praeklampsie erkrankten Frauen, die in jedem Fall

in die Studie eingeschlossen werden sollten, auf 15 festgelegt.

Im Anschluss an die klinische Phase wurden die aufbereiteten Proben im Labor des Instituts
fur Klinische und Experimentelle Pharmakologie des Universitatsklinikums Hamburg-

Eppendorf gemessen und ausgewertet.

3.3 Patientinnen

3.3.1 Patientinnenauswahl

Von Dezember 2008 bis Dezember 2009 wurden alle Frauen mit Préaeklampsie in die Studie
eingeschlossen, die zur stationaren Uberwachung auf die Pranatalstation des UKE
aufgenommen worden waren und die Einverstandniserklarung unterschrieben hatten.
Samtliche Einschlusskriterien mussten erfllt sein und es durften keine Ausschlusskriterien

vorliegen (siehe 3.3.3).
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Anhand des Alters, des Body Mass Index (BMI) vor Schwangerschaftsbeginn sowie der
Anzahl geborener Kinder wurden gesunde Schwangere als Kontrollen in die Studie
eingeschlossen. Auch in der Kontrollgruppe mussten sdmtliche Einschlusskriterien erfiillt
sein und es durften keine Ausschlusskriterien vorliegen. Die Frauen kamen zu
Kontrollterminen in die Prénatalambulanz des UKE und/oder zur Entbindung in den
Kreilsaal des UKE. Im Falle einer Indikationsstellung zur Sectio erfolgte diese unabhéangig

von der Studie und ausschlieflich nach klinisch-geburtshilflicher Situation.

3.3.2 Diagnosestellung der Praeklampsie

Der GroBteil der Studienteilnehmerinnen wurde erstmals nach auffalliger Blutdruckmessung
zur stationaren Diagnostik und Uberwachung eingewiesen. Einige Patientinnen wurden
primér aufgrund pathologischer Blutflussmuster in den Arteriae uterinae Uberwiesen,
seltener aufgrund stark ausgepragter Odeme. Stationdr wurde ein Blutdrucktagesprofil
erstellt und tber eine Dauer von 24 Stunden der Urin der erkrankten Frau gesammelt. Bei
gleichzeitigem Bestehen von arterieller Hypertonie, per Definition wiederholte
Blutdruckmessungen gréBer als 140 mmHg systolisch und/oder 90 mmHg diastolisch, und
einem EiweiBverlust von mehr als 300 mg im 24-Stunden-Sammelurin wurde die Diagnose
Praeklampsie gestellt. Alternativ wurde auch eine Urinteststreifenuntersuchung mit einem
mindestens zweifach positiven Nachweis einer Proteinausscheidung als Diagnosekriterium
akzeptiert (Report of the National High Blood Pressure Education Program Working Group
2000).

Die Diagnosen schwere Praeklampsie oder Pfropf-Praeklampsie wurden entsprechend der
Deutschen Gesellschaft fir Gyndkologie und Geburtshilfe (siehe 2.1.1) definiert. Ein
HELLP-Syndrom bestand nach geltender Definition bei dem gleichzeitigen Auftreten von
Héamolyse, erhdhten Serum-Aminotransferasen und erniedrigter Thrombozytenzahl (Report
of the National High Blood Pressure Education Program Working Group 2000). Keine der

Frauen entwickelte eine Eklampsie.
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3.3.3 Ein- und Ausschlusskriterien

Patientinnen mit Praeklampsie

Einschlusskriterien

+ Schwangere Frauen mit den Klinischen Symptomen einer Praeklampsie/HELLP-
Syndrom, die in der 24.-40. SSW zur stationaren Uberwachung eingewiesen werden

+ Alter zwischen 18 und 45 Jahren

+ Vorliegen der schriftlichen Einverstandniserkl&rung der Patientin

Ausschlusskriterien

+ Jede weitere schwere akute oder chronische Erkrankung, die eine regelméaBige

Medikamenteneinnahme erfordert. Ausnahmen: Hypertonie und Diabetes mellitus
+ Bekannter Alkohol-, Medikamenten- oder Drogenmissbrauch

+ Mehrlingsschwangerschaft

Gesunde Kontrollen

Einschlusskriterien

+ Kilinisch gesunde schwangere Frauen mit normotonen Blutdruckwerten
+ Alter zwischen 18 und 45 Jahren

+ Vorliegen der schriftlichen Einverstandniserklarung der Patientin

Ausschlusskriterien

+ Jede schwere akute oder chronische Erkrankung, die eine regelmaRige

Medikamenteneinnahme erfordert. Ausnahmen: Hypertonie und Diabetes mellitus
+ Bekannter Alkohol-, Medikamenten- oder Drogenmissbrauch

+ Mehrlingsschwangerschaft
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3.4  Studienablauf

Von Dezember 2008 bis Dezember 2009 haben 18 Frauen mit Préeklampsie, die zur
stationaren Uberwachung in das UKE eingewiesen worden waren und den
Einschlusskriterien der Studie entsprachen sowie keine Ausschlusskriterien erfillten,
eingewilligt, an der Studie teilzunehmen. Allen Frauen wurde anschlieBend vendses Blut
entnommen. Bei 16 der Frauen gelang zum Zeitpunkt der Geburt die Entnahme von

mitterlichem Blut, Plazentagewebe und fetalem Blut aus der Nabelvene.

Bei stationdrer Aufnahme einer erkrankten Patientin erfolgte zlgig nach der Diagnose-
stellung der Préeklampsie die Aufklarung Uber die Studie. Mit Hilfe eines demografischen
Fragebogens wurden das Alter der Patientin, der BMI vor Schwangerschaftsbeginn,
Vorerkrankungen, vorangegangene Schwangerschaften und die Familienanamnese beziiglich
der Préeklampsie ermittelt. Nach dem schriftlichen Einverstandnis fand die erste
Blutentnahme statt. Alle Patientinnen nahmen Methyldopa in unterschiedlicher Dosierung

als blutdrucksenkendes Medikament ein.

Von 16 Patientinnen konnten Proben zum Zeitpunkt der Geburt entnommen werden
(auswertbar waren 15 maternale Blutproben, 15 fetale Blutproben sowie 15
Plazentagewebeproben). Bei 13 Frauen wurde die Schwangerschaft operativ mit einer Sectio
caesarea beendet, drei Frauen hatten vaginale Geburten. Neben einer miditterlichen Blutprobe
wurde fetales vendses Nabelschnurblut entnommen sowie bis zu 10 Plazentagewebeproben
aus nicht infarzierten Kotyledonen von unterschiedlichen Quadranten. Alle Blutproben
wurden fiir 20 Minuten bei 2000 R/min und 4 °C zentrifugiert. Blutplasma und Blutkuchen
wurden getrennt voneinander bis zum Beginn der experimentellen Phase in flissigem
Stickstoff gelagert. Die Plazentagewebeproben wurden direkt nach der Entnahme aus der

Plazenta in flussigen Stickstoff tberflhrt.

Zudem wurden im Verlauf der Studie vendse Blutentnahmen von 28 gesunden Kontrollen
gesammelt (Auswahl entsprechend ihrem Alter, ihrem BMI vor Schwangerschaftsbeginn
sowie der Anzahl ausgetragener Schwangerschaften). Bei 16 dieser Frauen wurde zum
Zeitpunkt der Geburt miitterliches Blut, Plazentagewebe und vendses Nabelschnurblut
entnommen. Wegen der Planbarkeit der Probengewinnung wurden insbesondere Frauen als
Kontrollen in die Studie eingeschlossen, fir die als Geburtsmodus die primare Sectio

caesarea geplant worden war. Die Indikationsstellung erfolgte dabei nicht aufgrund fetaler
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oder maternaler Erkrankungen. 14 der 16 Frauen wurden operativ entbunden, zwei Frauen
hatten vaginale Geburten. Alle entnommenen Proben wurden wie bereits beschrieben

verarbeitet und anschlie3end in flissigem Stickstoff gelagert.

3.5 Laborparameter

Die Routine-Laborparameter der mutterlichen Blutproben wurden im Labor des Instituts fur
Klinische Chemie im Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf ermittelt.

3.6 Messung von Dimethylargininen und L-Arginin im Plasma

3.6.1 Methode

Die mautterlichen und fetalen ADMA-, SDMA- und L-Arginin-Plasmakonzentrationen
wurden mit Hilfe der Flussigchromatografie mit Massenspektrometrie-Kopplung (LC-
MS/MS) ermittelt. Nach Butylierung der Plasmaproben liegen ADMA, SDMA und L-
Arginin als entsprechende Ester vor, diese werden ohne vorherige Saulenchromatografie
direkt in das Gerat eingefuhrt. Im Electrospray-Interface kommt es zur lonisierung dieser
Ester. Im ersten Massenfilter (Quadrupol) werden bestimmte lonen selektiert, die in der
StoRRzelle mit Argonmolekiilen kollidieren und somit weiter fragmentiert werden. Bei diesem
Vorgang entstehen typische Fragmente, die im zweiten Massenfilter selektiert werden
konnen und die schlieBlich ein Signal erzeugen. Mit Hilfe dieser Technik ist es mdglich,
innerhalb eines Laufes simultan ADMA, SDMA und L-Arginin zu erfassen. Durch Zusatz
von internen deuterierten Standards (d6-ADMA und d7-L-Arginin) kann eine

Quantifizierung erfolgen.

3.6.2 Durchfiihrung

Die Blutproben wurden nach der Entnahme fiir 20 Minuten bei 2000 R/min und 4 °C
zentrifugiert. Uberstand und Blutkuchen wurden getrennt voneinander in flussigem
Stickstoff gelagert. Fir die Bestimmungen der L-Arginin-, ADMA- und SDMA-
Plasmakonzentrationen wurden die Plasmaproben kurz vor der Durchfiihrung der Messung

aufgetaut.
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Die Stocklésung des internen Standards wurde auf Raumtemperatur gebracht und 1:1000 mit
Methanol verdunnt. Eine MultiScreen 96well-Filterplatte wurde auf einer 96well-Unterplatte
positioniert. Mit Hilfe einer Multipette wurden jeweils 100 pl verdiinnter Standard in die
Vertiefungen der 96well-Platte pipettiert. Nach Zugabe von jeweils 25 pl Kalibrierldsung
beziehungsweise Blutplasma oder QC-Lésung (QC = quality control = Qualitatskontrolle)

wurde die Platte bei Raumtemperatur 15 Minuten lang geschiittelt.

Die MultiScreen 96well-Platte wurde zusammen mit einer Polypropylenplatte in einer
Plattenzentrifuge bei 2000 R/min 15 Minuten lang zentrifugiert, anschliefend wurde die
Polypropylenplatte unter dem Abzug auf den auf 75 °C erhitzten Heizblock gestellt, bis die
gesamte Flussigkeit verdampft war (etwa 30 Minuten). In jede Vertiefung wurden 100 pl
butanolische Salzsdure pipettiert, anschlieBend wurde die Platte mit einer Abdeckmatte
verschlossen und 30 Minuten lang auf den 65 °C warmen Heizblock gestellt. Im Anschluss
daran wurde die Platte eine Minute lang bei 2500 R/min und 4 °C zentrifugiert. Die
Abdeckmatte wurde unter dem Abzug wieder entfernt und die butanolische Salzséure bei 75
°C auf der Heizplatte verdampft (etwa 60 Minuten). Nach anschlieendem Abkiihlen auf
Raumtemperatur wurde die Platte erneut mit einer Abdeckmatte verschlossen und bei -20 °C
bis zur Messung gelagert.

Mit Hilfe einer Mehrkanalpipette wurden in jede Vertiefung der 96well-Platte 100 pl
Methanol/Wasser (im Verhaltnis 1:1) mit dem pH-Wert 5,0 pipettiert. Fir das Ldsen der
Analyten wurde die Platte mit einer Klebefolie verschlossen und fiir 30 Minuten bei
Raumtemperatur geschuttelt. Anschlielend wurden die Proben mit einer Mehrkanalpipette in
eine neue 96well-Platte pipettiert und finf Minuten lang bei 2000 R/min und 4 °C
zentrifugiert. Die Messung auf dem Varian L1200 MS/MS Massenspektrometer erfolgte

isokratisch mit den HPLC Varian ProStar Pumpen.

Die Berechnung der Plasmakonzentrationen erfolgte durch die StarWorkstation. Der
Variationskoeffizient des Assays betrug etwa 3%, die Nachweisgrenze lag bei 0,05 umol.
Waren die Streuungen der QC-Proben groRer als 20%, so wurde die Messung der Platte

wiederholt.
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3.7  Messung der Expression plazentarer Gene

Direkt im Anschluss an die Geburt der Plazenta wurden bis zu 10 Gewebeproben aus
verschiedenen Kotyledonen aller Quadranten entnommen, diese waren frei von
makroskopisch sichtbaren Verdnderungen wie zum Beispiel Infarkten. Die Gewebeproben
wurden direkt nach der Entnahme in flissigem Stickstoff bis zur weiteren Verarbeitung

asserviert.

3.7.1 Extraktion von Ribonukleinsaure aus dem Plazentagewebe

Die Extraktion der Ribonukleinsdure (RNA) wurde entsprechend dem Protokoll des
miRNeasy Mini Kits (AMBION, Inc., Austin, Texas, USA) durchgefihrt.

Direkt nach der Entnahme von 50 mg gefrorenem Gewebe wurde dieses zusammen mit 700
ul QIAzol Lysis Reagent in ein passendes GefaR gegeben und dort zerkleinert und mit Hilfe
des TissueLysers homogenisiert. Das Homogenat wurde finf Minuten lang bei
Raumtemperatur stehen gelassen. Nach Zugabe von 140 ul Chloroform wurde das Gefal3
sicher verschlossen und 15 Sekunden lang durch starkes Schitteln gemischt. Nachdem das
Homogenat erneut flr zwei bis drei Minuten bei Raumtemperatur ruhte, wurde es funf
Minuten lang bei 10.000 R/min und 4 °C zentrifugiert. Das Homogenat lag anschliefend in
drei Phasen vor: eine obere wassrige Phase mit RNA, eine weille Interphase mit DNA und
eine rotliche untere organische Phase mit Proteinen. Die wéssrige Phase wurde in ein neues
Gefal} Gberfuhrt und mit 525 pl Ethanol (100%) versetzt. Ethanol prazipitiert selektiv

Nukleinsduren. Diese Mischung wurde mit Hilfe einer Pipette mehrmals gemischt.

AnschlieBend wurden ziigig 700 pl von der geldsten RNA auf eine RNeasy Mini spin column
(in einem 2 ml-Eppendorfreaktionsgefall) pipettiert. Nach vorsichtigem VerschlieRen wurde
das GefaR 15 Sekunden lang bei mehr als 10.000 R/min und Raumtemperatur zentrifugiert.

Wiederholung des Vorganges mit erneut 700 pl der geldsten RNA.

Nach Zugabe von 700 pl RTW-Puffer in die RNeasy Mini spin column wurde das Gefal
vorsichtig verschlossen und wiederholt 15 Sekunden lang bei 10.000 R/min und
Raumtemperatur zentrifugiert, um die Séule zu waschen. AnschlieBend wurden 500 pl RPE-
Puffer zugefligt und erneut 15 Sekunden lang bei 10.000 R/min und Raumtemperatur

zentrifugiert, um die Sdule weiter zu waschen. Es wurden nochmals 500 pl RPE-Puffer
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zugefugt und fir 2 Minuten bei Raumtemperatur und 10.000 R/min zentrifugiert, um die

Saule zu trocknen.

Nach dem Zentrifugieren wurde die Saule sehr vorsichtig aus dem Gefall entnommen und in
ein sauberes 1,5 ml-Eppendorfreaktionsgefal uberfihrt. Nach Zugabe von 30-50 ul RNase-
freiem Wasser auf die Membran wurde das Gefal3 vorsichtig verschlossen und fir eine
Minute bei mehr als 10.000 R/min zentrifugiert, um die gereinigte RNA in Ldsung zu

bringen.

3.7.2 Reverse Transkription der Ribonukleinsaure

Die Qualitat der extrahierten RNA wurde in der Gel-Elektrophorese Uberprift, dazu wurde
1% Agarosegel verwendet. Es wurden nur solche Proben verwendet, die zwei deutlich

sichtbare ribosomale RNA-Banden aufwiesen (26 von 31 Gewebeproben).

Die reverse Transkription der extrahierten RNA in komplementdare DNA (complementary
DNA = cDNA) wurde mit Hilfe des RevertAid H Minus First Strand cDNA Kits (MBI
Fermentas Inc., Burlington, Kanada) durchgefuhrt. Das Kit nutzt eine Reverse Transkriptase
(RevertAid H Minus M-MuLV Reverse Transcriptase) mit einer besonderen Eigenschaft:
Durch eine Punktmutation des Enzyms wird ein Abbau der zu transkribierenden RNA durch
RNasen komplett verhindert. Der rekombinante RiboLock RNase Inhibitor schiitzt die RNA
nochmals vor vorzeitigem Abbau bis zu Temperaturen von 55 °C. Hexamer-Primer binden

zufallig und unspezifisch an die RNA und schreiben diese in cDNA um.

Jeweils 1 pg RNA wurde in ein steriles, Nuklease-freies Reaktionsgefal? auf Eis pipettiert.
AnschlieBend wurden folgende Reagenzien in der genannten Reihenfolge hinzu pipettiert: 1
pl Hexamer-Primer, 10 pl Nuklease-freies Wasser, 4 pl Reaktionspuffer, 1 pl RiboLock
RNase Inhibitor, 2 pl eines 10 mmol dNtp Mix und 1 pl RevertAid H Minus M-MuLV
Reverse Transcriptase (200 U/ul). Die Reagenzien wurden vorsichtig gemischt und
zentrifugiert, anschlieend fiinf Minuten lang bei 25 °C und dann 60 Minuten lang bei 42 °C
inkubiert. Die gewonnene cDNA wurde bis zur weiteren Verarbeitung bei mindestens -70 °C

eingefroren.
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3.7.3 Real-Time-Polymerase-Kettenreaktion

Die Real-Time-quantitative-Polymerase-Kettenreaktion (Real-Time PCR) der gewonnenen
cDNA wurde entsprechend dem Protokoll des TagMan Gene Expression Assays (Applied
Biosystems Inc., Carlsbad, USA) im ABI PRISM 7900 HAT Thermocycler durchgefuhrt. Fir
die Quantifizierung der cDNA wurden hochspezifische TagMan-Sonden fiir DDAHL,
DDAH2, PRMT1, eNOS, iNOS und GAPDH verwendet.

Die auf Eis aufgetauten Proben wurden vorsichtig geschittelt und nach folgendem Schema
jeweils in ein 1,5 ml Nuklease-freies Reaktionsgefdl} pipettiert: 1 pl TagMan Gene
Expression Assay, 10 pl TagMan Gene Expression Master Mix, 4 ul cDNA, 5 pl RNase-
freies Wasser. Die entstandenen PCR-Reaktionsgemische wurden kurz zentrifugiert und
anschlieRend jeweils 20 pl in die Vertiefungen einer 96well-Platte pipettiert. Im Anschluss
an eine kurze Zentrifugation der fest verschlossenen Platte wurde diese in den ABI PRISM
7900 HAT Thermocycler gegeben und die Amplifikation und Quantifizierung der cDNA
gestartet.

3.8  Messung der plazentaren DDAH-AKktivitat

Die plazentare DDAH-Aktivitit wurde mit Hilfe der Flissigchromatografie mit
Massenspektrometrie-Kopplung (LC-MS/MS, siehe 3.6.1) ermittelt. Deuteriertes [*Hg]-
ADMA wurde als Substrat der DDAH eingesetzt, C13-markiertes deuteriertes [“Cs’He]-
ADMA als interner Standard zur Quanitifizierung von [?Hg]-ADMA.

Die Plazenta-Gewebeproben wurden in PBS-Pufferlésung homogenisiert und anschlieend
fiinf Minuten lang bei mehr als 10.000 R/min und 4 °C zentrifugiert. 80 pl des Uberstandes
wurden zu 20 pl PBS-Puffer mit 50 umol [*H¢]-ADMA pipettiert und anschlieBend 60
Minuten lang bei 37 °C inkubiert.

Durch Zugabe von 100 pl in Methanol geldstem internen Standard wurden die Reaktionen
durch Prazipitation von Proteinen gestoppt. Nach Derivatisierung der Proben durch Zugabe
von butanolischer Salzsdure wurden diese in der LC-MS/MS analysiert. Die DDAH-
Aktivitat wurde anhand der Abnahme der [2H6]-ADMA-Konzentration berechnet.
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3.9 Angewandte statistische Verfahren

Die statistischen Analysen wurden mit SPSS 17.0 fir Windows (SPSS Inc., Chicago, USA)
und Graph Pad Prism 5.0 (GraphPad Software Inc., La Jolla, USA) durchgefiihrt. Die
Abbildungen wurden mit Graph Pad Prism 5.0 und Word 2007 fir Windows (Microsoft
Word Software, Redmond, USA) erstellt.

Alle Daten sind dargestellt als Mittelwert + Standardabweichung oder als Median mit den
25% und 75% Perzentilen. Fir die Vergleiche der Gruppen wurde bei parametrischen Daten
der T-Test, bei nicht parametrischen Daten der Mann-Whitney-U-Test herangezogen.
Kategorische Daten wurden mit dem Chi-Quadrat-Test verglichen. Spearmans Rang-
korrelationskoeffizienten wurden herangezogen, um Zusammenhdnge zwischen zwei
jeweiligen Variablen zu bestimmen. Ein p-Wert von 0,05 wurde als signifikant angesehen.
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Ergebnisse

4 Ergebnisse

4.1 Patientinnen

4.1.1 Patientinnencharakteristika

Entsprechend den Ein- und Ausschlusskriterien wurden in die vorliegende Studie 18 Frauen

mit Praeklampsie sowie 28 gesunde Schwangere als Kontrollen eingeschlossen. Tabelle 4

zeigt die klinischen Charakteristika aller Frauen.

Tabelle 4. Patientinnencharakteristika. Die Daten sind dargestellt als Mittelwert+Standard-
abweichung oder Median (25.-75. Perzentile). BMI = Body Mass Index, RR = Blutdruck nach

Riva Rocci
Kontrollen Préaeklampsie p
(n=28) (n=18)
Alter (Jahre) 31,7+5,30 31,9+6,20 0,89
BMI vor Schwangerschaft (kg/m2) 23,3+3,00 25,9+5,10 0,56
Nulliparitét (n; %) 22 (81,5) 14 (77,8) 0,60
Proteinausscheidung im Urin (g/24 h) Keine 3,90 (0,90-5,70)
Kreatinin im Serum (mg/dl) 0,48+0,10 0,70£0,17 <0,001
RR systolisch (mmHQ) 114,3+26,3 173,1£22,4 <0,001
RR diastolisch (mmHg) 70,5+17,7 107,6+12,6 <0,001
Gestationsalter bei erster 36,6+3,50 33,9+3,30 0,002
Blutentnahme (Wochen)
Gestationsalter bei Geburt (Wochen) 39,0+1,00 35,0+3,50 <0,001
Geburtsgewicht (g) 3564+426 22164945 <0,001
Gestationsalter-adjustiertes 58 (37-75) 15 (3-44) <0,001

Geburtsgewicht (Perzentile)

Beziiglich des Alters, des Body Mass Index und des prozentualen Anteils der Erstgebédrenden

bestanden zwischen den beiden Gruppen keine signifikanten Unterschiede. Wie aufgrund der

Diagnose zu erwarten, waren bei den Frauen mit Praeklampsie sowohl der systolische

Blutdruck als auch der diastolische Blutdruck und die Proteinausscheidung signifikant héher
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im Vergleich zu den Kontrollen. Der Entbindungstermin der Frauen mit Préaeklampsie lag
durchschnittlich funf Wochen vor dem errechneten Geburtstermin, das gestationsalter-
adjustierte Geburtsgewicht deutlich unter dem der Neugeborenen von gesunden Frauen. Die
Kreatininserumkonzentration war bei den erkrankten Frauen zwar signifikant hoher als bei
den gesunden Schwangeren, lag jedoch noch im Normalbereich. Der Einschluss der Frauen
mit Praeklampsie und damit der Zeitpunkt der ersten Blutenthahme lagen im Mittel 2,7

Wochen vor dem der Kontrollen.

4.1.2 Laborauswertung der Frauen mit Praeklampsie

Von den 18 Frauen mit Praeklampsie entwickelten 14 eine schwere Verlaufsform. Bei vier
dieser 14 Patientinnen trat ein HELLP-Syndrom auf. Keine der Frauen entwickelte eine
Eklampsie. Drei Patientinnen waren bereits in einer friheren Schwangerschaft an einer
Préeklampsie erkrankt, vier Frauen wiesen eine positive Familienanamnese fir das Auftreten
einer Praeklampsie auf. Drei Frauen waren an einer Pfropf-Praeklampsie erkrankt, bei diesen
war eine arterielle Hypertonie bereits vor Eintreten der Schwangerschaft diagnostiziert

worden.

Bei den an HELLP-Syndrom erkrankten Frauen waren entsprechend der Definition dieses
Symptomkomplexes folgende Laborwerte aulerhalb des Referenzbereiches und signifikant
verdndert im Vergleich zu den Laborwerten der Frauen mit Praeklampsie ohne HELLP-
Syndrom: Als Nachweis einer Hamolyse war das Haptoglobin bis an die Nachweisgrenze
erniedrigt sowie die Laktatdehydrogenase (LDH) erhoéht. Die Leberenzyme Alanin-
Aminotransferase (ALT) und Aspartat-Aminotransferase (AST) waren deutlich angestiegen,
die Thrombozytenzahl zeigte sich deutlich erniedrigt. Als Parameter der extrinsischen und
intrinsischen  Blutgerinnung war die Prothrombinzeit niedriger und die Partielle
Thromboplastinzeit etwas langer in der HELLP-Gruppe als in der Praeklampsie-Gruppe,
lagen jedoch im Referenzbereich. Keine signifikanten Unterschiede fanden sich beziglich
der Kreatininkonzentration und der Harnstoffkonzentration. Die Ergebnisse der

Laborauswertungen sind in Tabelle 5 dargestellt.
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Tabelle 5. Laborwerte der Frauen mit Praeklampsie. Die Daten sind dargestellt als
MittelwerttStandardabweichung oder Median (25.-75. Perzentile). Referenzwerte fur Frauen
gemal der Normwerte der Klinischen Chemie des Universitatsklinikums Hamburg-
Eppendorf. PE = Praeklampsie, ALT = Alanin-Aminotransferase, AST = Aspartat-Amino-
transferase, LDH = Laktatdehydrogenase, PTT = Partielle Thromboplastinzeit

PE ohne HELLP HELLP-Syndrom Referenzwerte
(n=14) (n=4)

Kreatinin (mg/dl) 0,68+0,13 0,70+0,00 0,50-1,00
Harnstoff (mg/dl) 16,6+5,90 18,845,20 7,00-19,0
ALT (U/l) 15,5 (10,0-21,0) 260 (48,5-466)* 10,0-35,0
AST (UN) 25,5 (21,3-35,3) 409 (81,5-786)* 10,0-35,0
LDH (U/l) 242 (190-263) 558 (295-1450)* 135-214
Haptoglobin (g/1) 1,06 (0,89-1,39) 0,20 (0,20-0,21)* 0,30-2,00
Quick (% des 127+6,30 119+12,2* 80,0-130
Standardwerts)
PTT (s) 28,4+4,40 31,0+4,60 25,0-38,0
Thrombozyten (/nl) 192 (152-253) 110 (60,0-151)* 150-400

* p<0,05
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4.2  Dimethylarginine und L-Arginin im Plasma

4.2.1 Maternale Plasmakonzentrationen

Die Frauen mit Praeklampsie wiesen signifikant hoéhere ADMA- und SDMA-
Plasmakonzentrationen im Vergleich zu den gesunden Kontrollen auf (Abbildung 6). Die L-
Arginin-Plasmakonzentration war ebenfalls hoher in der Praeklampsie-Gruppe, jedoch war

dieser Unterschied nicht signifikant. Die Daten sind in Tabelle 6 dargestellt.

Tabelle 6. Plasmakonzentrationen von ADMA, SDMA und L-Arginin bei gesunden
Schwangeren und Frauen mit Praeklampsie. Die Daten sind dargestellt als Mittelwert+
Standardabweichung.

Kontrollen Praeklampsie p
(n=28) (n=18)

ADMA maternal 0,42+0,07 0,51+0,15 0,005
(umol/l)
SDMA maternal 0,44+0,10 0,59+0,16 <0,001
(umol/l)
L-Arginin maternal 43,2+12 9 49,2+19,7 0,16
(umol/l)
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Abb. 6. Plasmakonzentrationen von ADMA und SDMA bei gesunden Schwangeren und
Frauen mit Praeklampsie. Gemessen in umol/l. Die Daten sind dargestellt als Mittelwertx
Standardabweichung. K = Kontrollen, PE = Praeklampsie. * signifikant

In den Vergleichsgruppen Praeklampsie-Patientinnen ohne HELLP-Syndrom und
Praeklampsie-Patientinnen mit HELLP-Syndrom waren keine signifikanten Unterschiede

beziiglich der ADMA-, SDMA- oder L-Arginin-Plasmakonzentrationen messbar (Tabelle 7).

Tabelle 7. Plasmakonzentrationen von ADMA, SDMA und L-Arginin bei Frauen mit
Praeklampsie ohne HELLP-Syndrom und Frauen mit HELLP-Syndrom. Die Daten sind
dargestellt als Mittelwert+Standardabweichung. PE = Praeklampsie

PE ohne HELLP HELLP-Syndrom p
(n=14) (n=4)

ADMA maternal 0,52+0,15 0,46+0,11 0,42
(umol/T)
SDMA maternal 0,61+0,17 0,52+0,13 0,22
(umol/l)
L-Arginin maternal 47,94+18,94 54,72+24,05 0,46
(umol/T)
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4.2.2 Fetale Plasmakonzentrationen

Es wurden 16 Plasmaproben von Neugeborenen gesunder Frauen sowie 15 Plasmaproben
von Neugeborenen von Frauen mit Praeklampsie untersucht. Die Messungen der aus der

Nabelvene entnommenen Blutproben sind in Tabelle 8 dargestelit.

Tabelle 8. Fetale Plasmakonzentrationen von ADMA, SDMA und L-Arginin. Die Daten
sind dargestellt als Mittelwert+Standardabweichung.

Kontrollen Praeklampsie p
(n=16) (n=15)

L-Arginin fetal 82,3+22,2 67,6+£26,8 0,11
(umol/l)
ADMA fetal 1,21+0,19 1,14+0,22 0,32
(umol/l)
SDMA fetal 1,38+0,28 1,51+0,28 0,39
(umol/l)

Die fetalen Plasmakonzentrationen von ADMA, SDMA und L-Arginin waren zwei- bis
dreifach héher als die miditterlichen Plasmakonzentrationen (Abbildung 7). Zwischen den
Neugeborenen gesunder Frauen und den Neugeborenen von Frauen mit Praeklampsie waren
keine signifikanten Unterschiede messbar. Auch die Plasmakonzentrationen der
Neugeborenen von an HELLP-Syndrom erkrankten Patientinnen unterschieden sich nicht
signifikant von den anderen Neugeborenen beziiglich ADMA, SDMA oder L-Arginin (Daten
nicht gezeigt).
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Abb. 7. Maternale und fetale ADMA-Plasmakonzentrationen. Gemessen in pmol/l. Die
Daten sind dargestellt als MittelwerttStandardabweichung. K = Kontrollen, Fe = fetal, Ma =
maternal, PE = Praeklampsie. * signifikant

4.2.3 Fetomaternale Konzentrationsgradienten

Der fetomaternale Konzentrationsgradient ist der Unterschied der Plasmakonzentration
zwischen dem maternalen und fetalen Blut aus der Nabelvene. Die fetomaternalen
Gradienten von ADMA und L-Arginin waren in der Praeklampsie-Gruppe signifikant
niedriger im Vergleich zu den Kontrollen. Der Gradient der SDMA-Plasmakonzentration

war in beiden Gruppen gleich (Abbildung 8). In Tabelle 9 sind die Messergebnisse
dargestellt.
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Tabelle 9. Fetomaternale Konzentrationsgradienten von ADMA, SDMA und L-Arginin.
Die Daten sind dargestellt als Mittelwert:Standardabweichung.

Kontrollen Praeklampsie p
(n=16) (n=15)
Fetomaternaler 0,80+0,18 0,63+0,20 0,02
ADMA-Gradient (umol/l)
Fetomaternaler 0,91+0,23 0,91+0,39 0,95
SDMA-Gradient (umol/l)
Fetomaternaler 44.8+21,7 23,3+34,7 <0,05
L-Arginin-Gradient (umol/l)
Fetomaternale
Konzentrationsgradienten
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Abb. 8. Fetomaternale Konzentrationsgradienten von ADMA und SDMA. Gemessen in
pmol/l. Die Daten sind dargestellt als MittelwerttStandardabweichung. K = Kontrollen, PE =
Praeklampsie. * signifikant
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4.3 Aktivitat der plazentaren Dimethylarginin-Dimethylaminohydrolase

Die Aktivitat der plazentaren Dimethylarginin-Dimethylaminohydrolase war bei den Frauen
mit Praeklampsie signifikant niedriger im Vergleich zu der plazentaren DDAH-Aktivitét
gesunder Frauen. Nur bei drei von 15 Frauen konnte tberhaupt Aktivitat nachgewiesen
werden. In der Kontrollgruppe war in 10 der 16 untersuchten Plazenten DDAH-AKktivitét

nachweisbar.
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Abb. 9. Aktivitat der plazentaren Dimethylarginin-Dimethylaminohydrolase. Gemessen
in nmol [°Hg]-ADMA/g Protein/Minute. * p=0,019
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4.4  Expression plazentarer Gene

Die mRNA-Expression verschiedener plazentarer Gene wurde jeweils in Relation zur
Expression der Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) gemessen. In beiden
Gruppen wurde die Expression der DDAH1 und DDAH2, der PRMT1 sowie der eNOS und
iNOS bestimmt.

Bei den Kontrollen waren die relativen mRNA-Expressionen der DDAH1, DDAH2, PRMT1
und der eNOS zehn- bis zwanzigmal niedriger als die der GAPDH, eine Expression der

iNOS war nicht messbar.
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Abb. 10. Expression der plazentaren DDAH1, DDAH2, PRMT1 und eNOS in Relation zur
Expression der plazentaren GAPDH bei gesunden Schwangeren.
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In der Gruppe der Frauen mit Préeklampsie war die mittlere Expression der DDAH2
signifikant niedriger (38%) als bei den Kontrollen. Auch flr die Expression der DDAH1
bestand ein &hnlicher, allerdings statistisch nicht signifikanter Trend. Keine signifikanten
Unterschiede waren beziiglich der relativen mRNA-Expressionen der PRMT1 oder der

eNOS nachweisbar.
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Abb. 11. Relative Expression der plazentaren DDAH1, DDAH2, eNOS und PRMTL1 bei
Frauen mit Praeklampsie im Vergleich mit gesunden Kontrollen. K = Kontrollen, PE =
Praeklampsie. * p=0,04
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45  Korrelationsanalysen

Innerhalb der Gruppe der Frauen mit Praeklampsie wurde die Korrelation der maternalen
ADMA-Plasmakonzentration mit der DDAH-Expression sowie die Korrelation des
fetomaternalen ADMA-Gradienten mit der DDAH-Expression bestimmt. Die Korrelation
von sowohl der DDAH1-Expression als auch der DDAH2-Expression mit der maternalen
ADMA-Plasmakonzentration (r=0,41; p=0,22 und r=-0,45; p=0,17) war moderat und nicht
von statistischer Signifikanz. Auch die Korrelation der DDAH1-Expression mit dem
fetomaternalen ADMA-Gradienten (r=0,35; p=0,32) war schwach und nicht signifikant. Die
Korrelation von der plazentaren DDAH2-Expression und dem fetomaternalen ADMA-
Gradienten (r=0,60; p=0,07; Abbildung 12) hingegen war deutlicher, erreichte jedoch
ebenfalls nicht das von uns gewéhlte Signifikanzniveau.

Wegen der sehr geringen Anzahl von erkrankten Frauen, die Uberhaupt DDAH-Aktivitat
aufwiesen (n=3), wurde die plazentare DDAH-Aktivitat nicht in die Korrelationsanalyse

eingeschlossen.
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Abb. 12. Korrelation der relativen DDAH2-Expression mit dem fetomaternalen ADMA-
Gradienten bei Frauen mit Praeklampsie. ADMA-Gradient gemessen in pmol/I.
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5 Diskussion

Die Praeklampsie ist eine haufige, teilweise sehr schwer verlaufende Erkrankung, ber deren
Pathogenese bislang nur wenig bekannt ist. Im Rahmen dieser Studie sollte untersucht
werden, ob und inwieweit bei Frauen mit Praeklampsie ein Zusammenhang besteht zwischen
der Plasmakonzentration von Asymmetrischem Dimethylarginin (ADMA) und der Aktivitat
oder Expression der plazentaren Dimethylarginin-Dimethylaminohydrolase (DDAH). Die

entscheidenden Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sind:

+ Die Frauen mit Praeklampsie wiesen im Vergleich zu gesunden Schwangeren eine

hohere ADMA-Plasmakonzentration auf.

+ Die Aktivitat der plazentaren DDAH war bei Frauen mit Préeklampsie niedriger als bei

gesunden Schwangeren.

+ Die Expression der plazentaren DDAH2 war bei Frauen mit Praeklampsie niedriger als

bei gesunden Schwangeren.

5.1 Hobhere Dimethylarginin-Plasmakonzentrationen bei Frauen mit
Praeklampsie

In unserer Studie wiesen Frauen mit Praeklampsie hohere ADMA-Plasmakonzentrationen
auf als gesunde Schwangere. Dies stimmt mit den Ergebnissen zahlreicher anderer
Kklinischen Studien Uberein (Fickling et al. 1993; Holden et al. 1998; Speer et al. 2008;
Braekke et al. 2009). Da bereits eine sehr geringe Erhohung der ADMA-Plasma-
konzentration um 0,1 pumol/l in populationsbasierten Studien mit einer erhdhten Rate von
kardiovaskuléren Ereignissen einhergeht (Boger et al. 2009), kénnen wir annehmen, dass der
von uns nachgewiesene Unterschied der ADMA-Plasmakonzentration in diesen beiden
Gruppen Klinisch bedeutsam ist. Zudem war bei den erkrankten Frauen die
Plasmakonzentration des Symmetrischen Dimethylarginins (SDMA) hoher als bei den

gesunden Schwangeren.

In den Vergleichsgruppen Préeklampsie-Patientinnen ohne HELLP-Syndrom und

Praeklampsie-Patientinnen mit HELLP-Syndrom war kein signifikanter Unterschied
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beziiglich der ADMA-Plasmakonzentration messbar. Diese Ergebnisse stehen im
Widerspruch zu den Ergebnissen von Ellis et al. (2001). Die Hohe der ADMA-
Plasmakonzentration korrelierte in dieser Studie mit der Schwere der Praeklampsie. Die
kleine Fallzahl in unserer Studie erlaubt jedoch keine Rickschlisse aus einer
Subgruppenanalyse innerhalb der Gruppe der Frauen mit Praeklampsie, so dass wir keine
Aussage daruber treffen kdnnen, inwiefern bei den von uns untersuchten Frauen die Hoéhe

der ADMA-Plasmakonzentration mit der Schwere der Erkrankung korreliert.

Eine mdgliche Ursache der Erh6hung von sowohl ADMA als auch SDMA ist die vermehrte
Produktion von Dimethylargininen durch eine vermehrte Aktivitat der Protein-N-Arginin-
Methyltransferasen (PRMT, siehe Kapitel 2.3.3). PRMTs katalysieren die Synthese von
ADMA, wobei die PRMT1 flir den Gberwiegenden Anteil (circa 85%) der gesamten PRMT -
Aktivitat verantwortlich ist (Bedford und Clarke 2009). Im Plazentagewebe beider Gruppen
konnte kein Unterschied der Expressionsrate des entsprechenden PRMT1-Gens
nachgewiesen werden, die hohere ADMA-Plasmakonzentration bei Frauen mit Praeklampsie

hat demnach vermutlich andere Ursachen.

Eine andere mdgliche Ursache einer erhdhten Plasmakonzentration von Dimethylargininen
ist eine eingeschrankte Nierenfunktion (Vallance et al. 1992). Fur ADMA gilt, dass es zu
etwa 80% enzymatisch abgebaut wird. SDMA hingegen wird beinahe ausschlieBlich renal
ausgeschieden, so dass auch eine leichte Einschrankung der Nierenfunktion zu einer
Erhéhung der SDMA-Plasmakonzentration fihren kann (Zoccali et al. 2001). Bei den Frauen
mit Praeklampsie lag die Kreatinin-Konzentration als indirekter Parameter der
Nierenfunktion zwar im Referenzbereich, war jedoch signifikant hoher als bei den gesunden
Frauen. Dies kdnnte ein Hinweis auf eine leichte Einschrankung der Nierenfunktion und

somit eine Ursache der hoheren SDMA-Plasmakonzentration bei diesen Patientinnen sein.

Wir kénnen nicht ganz ausschlielen, dass auch die erhohte ADMA-Plasmakonzentration bei
den Frauen mit Praeklampsie mit einer eingeschrankten Nierenfunktion zusammenhing,
wenn auch der weitaus groBere Anteil enzymatisch abgebaut wird. Allerdings war die
Korrelation von der ADMA-Plasmakonzentration mit der Kreatininkonzentration bei den

erkrankten Frauen schwach und nicht signifikant (r=0,23; p=0,27).
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5.2 Verminderte Aktivitat der plazentaren Dimethylarginin-Dimethyl-
aminohydrolase bei Frauen mit Praeklampsie

5.2.1 Direkter Nachweis der verminderten Aktivitat und Expression der Dimethyl-
arginin-Dimethylaminohydrolase im Plazentagewebe

Bei den Neugeborenen sowohl gesunder Frauen als auch von Frauen mit Praeklampsie
wurden bis zu dreifach hohere ADMA-Plasmakonzentrationen als bei deren Miuttern
nachgewiesen (eigene Daten, Braekke et al. 2009). Gesunde Schwangere weisen niedrigere
ADMA-Plasmakonzentrationen auf als Frauen mit Prdaeklampsie und auch als nicht-
schwangere Frauen (Holden et al. 1998). Dies kdnnten Hinweise darauf sein, dass die
Plazenta in einer gesunden Schwangerschaft eine wichtige Rolle spielt, um die hohe fetale
ADMA-Plasmakonzentration zu reduzieren und somit eine niedrige mutterliche ADMA.-
Plasmakonzentration wahrend der Schwangerschaft sicherzustellen. Dafiir verantwortlich
konnte die plazentare DDAH sein: Bei einer verminderten lokalen Aktivitat bei
Préaeklampsie wirde dann bei unverdnderter fetaler ADMA-Plasmakonzentration eine

erhohte ADMA-Plasmakonzentration der betroffenen Frau resultieren.

Sawvidou et al. (2003) stellten ebenfalls die Hypothese auf, dass eine mdgliche Ursache der
erhéhten ADMA-Plasmakonzentration bei Frauen mit Praeklampsie eine eingeschrankte
Aktivitat der plazentaren DDAH sein konnte. Sie hatten zuvor gezeigt, dass bei Frauen, die
zu einem spéteren Zeitpunkt eine Praeklampsie entwickelten, eine erhéhte ADMA-Plasma-
konzentration und Endotheldysfunktion schon vor Auftreten klinischer Symptome

nachweisbar waren.

Die Aktivitdt der plazentaren DDAH hangt sowohl von der eigentlichen Aktivitat dieses
Enzyms als auch von der Expressionsrate des entsprechenden Gens im Plazentagewebe ab.
Unsere Messungen ergaben eine niedrigere Aktivitat der plazentaren DDAH bei den Frauen
mit Praeklampsie als bei den gesunden Frauen. Zudem wiesen die Frauen mit Praeklampsie
niedrigere plazentare Expressionsraten der DDAH1 und DDAH2 als gesunde Schwangere
auf. Nur der Unterschied der DDAH2-Expression erreichte statistische Signifikanz, jedoch
wird von dieser Isoform des Enzyms angenommen, dass sie die dominierende Form in der
Plazenta darstellt (Leiper et al. 1999). Die relativen Expressionsraten der PRMT1 und der

eNOS unterschieden sich nicht signifikant in den beiden Gruppen.
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Unsere Ergebnisse bestatigen somit unsere Arbeitshypothese: Eine mégliche Ursache fir die
hohere ADMA-Plasmakonzentration bei Frauen mit Préeklampsie kénnte die verminderte
Aktivitdt und/oder Expression der plazentaren DDAH sein. Bisherige Studien sind

diesbezuglich widersprichlich.

Siroen et al. (2006) konnten weder einen signifikanten Unterschied der ADMA-
Plasmakonzentration bei Frauen mit Praeklampsie und gesunden Schwangeren feststellen,
noch einen Unterschied der Aktivitat der plazentaren DDAH in diesen beiden Gruppen. Die
Diskrepanz dieser Ergebnisse im Vergleich zu den Ergebnissen unserer Studie konnte in der
Auswahl der erkrankten Patientinnen gelegen haben: Die Anzahl der untersuchten Frauen
war Klein, auBerdem wurden die Messergebnisse der Frauen mit Praeklampsie mit HELLP-
Syndrom und die der ohne HELLP-Syndrom getrennt voneinander bewertet. In unserer
Studie haben wir Frauen mit Préeklampsie mit und ohne HELLP-Syndrom als eine Gruppe
betrachtet. Auflerdem litten die Frauen mit Prdeklampsie in unserer Studie zu einem

tiberwiegenden Anteil an einer schweren Verlaufsform.

Andere Autoren haben einen Zusammenhang von dem Vorhandensein von bestimmten
single nucleotide polymorphisms (SNPs) der DDAH1 und der Praeklampsie nachgewiesen
(Akbar et al. 2005). Sie bestatigen damit unsere Ergebnisse und Hypothese, dass die héhere
ADMA-Plasmakonzentration bei Frauen mit Praeklampsie mit einer veranderten Leistung
der DDAH zusammenhéngen konnte. Leider war die Studie retrospektiv, es wurde kein
plazentares Gewebe zur Genanalyse verwendet. AuRerdem wurde die ADMA-

Plasmakonzentration wahrend der Schwangerschaft nicht bestimmt.

5.2.2 Verminderter fetomaternaler Konzentrationsgradient von Asymmetrischem
Dimethylarginin

Da wir die Aktivitat und Expression der DDAH im plazentaren Gewebe erst nach der Geburt
ex vivo messen konnten, haben wir zusatzlich den fetomaternalen Konzentrationsgradienten
von ADMA bestimmt. Dieser ergibt sich aus den unterschiedlichen ADMA-
Plasmakonzentrationen im fetalen Blut aus der Nabelvene und im mitterlichen Blut als

indirekter Hinweis auf die plazentare ADMA-Metabolisierung in vivo.

40



5 Diskussion

In unserer Studie war bei den Frauen mit Préeklampsie der fetomaternale ADMA-
Konzentrationsgradient signifikant niedriger als in der Kontroll-Gruppe, dies konnte fiir eine
geringere  ADMA-Metabolisierung in der Plazenta sprechen. Unterstiitzt wird diese
Hypothese durch die Tatsache, dass der Konzentrationsgradient fur SDMA gleich war bei
den Frauen mit Préeklampsie und gesunden Schwangeren. SDMA wird nicht durch die
DDAH abgebaut, sondern renal ausgeschieden, so dass eine verminderte Leistung der
plazentaren DDAH keinen Einfluss auf den fetomaternalen SDMA-Konzentrations-

gradienten haben kann.

5.3 Hohe Konzentration von Asymmetrischem Dimethylarginin im
Nabelschnurblut aller Feten

Unsere Messungen ergaben zwei- bis dreifach hohere fetale Plasmakonzentrationen von
ADMA, SDMA und L-Arginin im Vergleich zu den matterlichen Blutproben. Zwischen den
Neugeborenen gesunder Frauen und denen von Frauen mit Préeklampsie waren keine
signifikanten Unterschiede messbar. Auch die Plasmakonzentrationen der Neugeborenen von
an HELLP-Syndrom erkrankten Patientinnen unterschieden sich nicht signifikant von den
anderen Neugeborenen beziiglich ADMA, SDMA oder L-Arginin. Diese Ergebnisse

stimmen mit den Ergebnissen einer anderen Arbeitsgruppe Uberein (Braekke et al. 2009).

Da auch Neugeborene von Frauen mit komplikationsloser Schwangerschaft eine mehrfach
hohere ADMA-Plasmakonzentration aufweisen als deren Mitter und auch als gesunde
Schwangere unmittelbar vor der Geburt (Maeda et al. 2003; Tsukahara et al. 2008), kann die
Hypothese aufgestellt werden, dass die Erhéhung der ADMA-Plasmakonzentration im
fetalen Kreislauf physiologisch ist. Verschiedene Autoren vermuten, dass ADMA eine
zentrale Rolle spielt in der Aufrechterhaltung des fetalen Gefal3tonus und der unter der
Geburt stattfindenden Umstellung vom fetalen zum neonatalen Blutkreislauf (Vida et al.
2007; Tsukahara et al. 2008).
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5.4  Klinische Relevanz der Ergebnisse

5.4.1 Asymmetrisches Dimethylarginin und Dimethylarginin-Dimethylaminohydro-
lase: Verwendbarkeit als Pradiktoren der Praeklampsie

2004 postulierte die Word Health Organization (WHO) in einem Review, dass es zu dieser
Zeit weder in Niedrigrisiko- noch in Hochrisiko-Gruppen ein klinisch brauchbares Screening
gab, das zur Pradiktion der Entwicklung einer Praeklampsie geeignet war (Conde-Agudelo et
al. 2004).

Die friihzeitige Pradiktion einer Praeklampsie ist auflerordentlich wichtig, da dies eine
besonders engmaschige Uberwachung der Schwangeren und ihres Fetus schon in der frithen
Schwangerschaft zulassen wirde. Eine optimale Blutdruckeinstellung kénnte dann bereits
bei den ersten Anzeichen eines steigenden arteriellen Blutdruckes erfolgen und schwere
Komplikationen kénnten auf diese Weise vermieden werden. AuBRerdem profitieren Frauen
mit erhohtem Préeklampsie-Risiko von einer Behandlung mit Acetylsalicylsaure (ASS) in
einer Dosierung von 50-150 mg pro Tag (Bujold et al. 2010). Dieser Effekt konnte
moglicherweise mit einer positiven Beeinflussung von ADMA durch ASS
zusammenhéngen: Deng et al. (2004) konnten im Tiermodell nach einer LDL-Injektion eine
verminderte Acetylcholin-abhéngige Vasodilatation als Zeichen einer Endotheldysfunktion
nachweisen, gleichzeitig wurde eine Erhdhung der ADMA-Plasmakonzentration gemessen.
Sowohl die Zunahme der ADMA-Plasmakonzentration als auch die Abnahme der
endothelabhéngigen Vasodilatation fielen geringer aus, wenn vor der LDL-Injektion eine
ASS-Gabe stattfand.

Giguére et al. (2011) haben aktuell verschiedene biochemische Marker und sonographische
Untersuchungen, von denen diskutiert wird, dass sie zukiinftig die Entwicklung einer
Préaeklampsie vorhersagen konnten, alleine und in Kombination verwendet ausgewertet. Die
meisten Studien untersuchten die biochemischen Marker Humanes Choriongonadotropin
(hCG), Inhibin A, sFIt-1 (soluble fms-like tyrosine kinase 1 = ldslicher Rezeptor fur den
VEGF = vascular endothelial growth factor), Alpha-Fetoprotein (AFP), Activin A, PAPP-A
(pregnancy-associated plasma protein A = schwangerschaftsassoziiertes Plasmaprotein A)
und PIGF (placental growth factor = plazentarer Wachstumsfaktor). Der sonographisch
messbare Doppler-Pulsatilitats-Index (PI) der Arteriae uterinae wurde ebenfalls sehr hdufig

untersucht. In Niedrigrisiko-Gruppen war mit einer Kombination aus biochemischen
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Markern eine Pradiktion im ersten Trimenon oder im friihen zweiten Trimenon mit einer
Sensitivitat von 60-80% und einer Spezifitat von 80% mdglich (PP13 (placental protein 13),
PAPP-A, ADAM12 (a disintegrin and metalloprotease-12), Activin A oder Inhibin A). In
einer einzigen Hochrisiko-Gruppe gelang die Vorhersagewahrscheinlichkeit schwerer
Verlaufe der Praeklampsie mit einer Sensitivitdat von 90% und einer Spezifitat von 90%,
dazu wurden das PP13 im Serum und der Pl der uterinen Arterien im ersten Trimester der
Schwangerschaft bestimmt (Giguere et al. 2011). Im Review von Giguére et al. (2011)
wurde keine Studie, die sich mit der DDAH befasste, berucksichtigt und lediglich eine
Studie, in der ADMA als klinisch anwendbarer Pradiktor der Préeklampsie untersucht
wurde: Die ADMA-Plasmakonzentration wurde in zwei Gruppen gemessen, bei Frauen mit
erhéhtem P1 in der Dopplersonografie der uterinen Arterien als Risikofaktor der Entwicklung
einer Praeklampsie, und bei solchen Frauen mit normalem PI. Es waren keine signifikanten
Unterschiede in der HOhe der ADMA-Plasmakonzentration messhar. Allerdings
entwickelten nur drei der 20 Frauen mit hohem PI eine Praeklampsie, so dass keine Aussage
Uber den Zusammenhang von ADMA und der Préeklampsie getroffen werden konnte
(Prefumo et al. 2008).

Die Ergebnisse unserer Studie lassen einen Zusammenhang von verminderter DDAH-
Aktivitat und-Expression und erhohter ADMA-Plasmakonzentration bei Frauen mit
Préaeklampsie vermuten. Sollten sich diese Veranderungen bereits in friihen Stadien
nachweisen lassen, waren ADMA und DDAH zukiinftig denkbare Prédiktoren der
Préaeklampsie in der Frihschwangerschaft. Weitere umfangreiche Studien, in der eine
wesentlich gréRere Anzahl von Frauen schon von der friihen Schwangerschaft an untersucht
wird, werden nétig sein, um eine endgliltige Aussage Uber die Zusammenhange von DDAH,

ADMA und dem Auftreten der Préaeklampsie treffen zu kénnen.

5.4.2 Dimethylarginin-Dimethylaminohydrolase als pharmakologisches Ziel in der
Therapie der Praeklampsie

Leiper und Nandi (2011) haben sich kiirzlich mit dem therapeutischen Potential von ADMA
und der DDAH befasst: Im Maus-Modell flhrte das Fehlen eines DDAH1-Allels zu einer
Reduktion der DDAH-Aktivitatt um 40-45% und zu einer Erhohung der ADMA-
Plasmakonzentration um 20%. Die NO-vermittelten Effekte waren eingeschrankt, es

resultierte eine Endotheldysfunktion sowie ein erhohter systemischer GefaRwiderstand und
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arterieller Blutdruck. Die Autoren vermuteten, dass diese Effekte bei Erkrankungen mit
exzessiver NO-Freisetzung, wie zum Beispiel im septischen Schock, therapeutisch genutzt
werden konnten (Leiper et al. 2007).

In einer weiteren Studie konnte nachgewiesen werden, dass eine Uberexpression des
DDAH2-Gens zu einer Besserung der Endotheldysfunktion in Aorten von diabetischen
Ratten flhrte. AuRerdem konnten die Verdnderungen der endothelialen DDAH-, ADMA-
und NO-Konzentrationen, die durch die Induktion einer Hyperglykamie in diesen Zellen
entstanden waren, positiv beeinflusst werden. Die Autoren vermuteten, dass die Modulation
des DDAH2-Gens in Endothelzellen zukiinftig als Therapie der Endotheldysfunktion genutzt
werden konnte (Lu et al. 2010).

Eine Reihe verschiedener klinisch gebrauchlicher Medikamente hat Einfluss auf die DDAH-
Expression oder -Aktivitat und damit auf die ADMA-Plasmakonzentration und die NO-
Bioverfiigbarkeit. Eine Ubersicht ist in Tabelle 10 dargestellt. Diese Studien bestatigen die
Hypothese, dass die Modulation der DDAH therapeutisch genutzt werden koénnte, um
verschiedenste mit Endotheldysfunktion assoziierte Erkrankungen gunstig zu beeinflussen.
Sollte sich bestatigen, dass eine verminderte Leistung der plazentaren DDAH Anteil an der
Entwicklung der Préaeklampsie hat, kénnte die Modulation der DDAH mdglicherweise eine
Therapieoption dieser Erkrankung sein. Bislang sind jedoch keine Medikamente entwickelt

worden, die spezifisch die DDAH modulieren, so dass weitere Studien abzuwarten sind.

Tabelle 10. Klinisch gebrauchliche Medikamente und ihre Wirkung auf die Dimethyl-
arginin-Dimethylaminohydrolase. Modifiziert nach Leiper und Nandi (2011). DDAH =
Dimethylarginin-Dimethylaminohydrolase, ADMA-PK = Asymmetrische Dimethylarginin-
Plasmakonzentration, NO = Stickstoffmonoxid, PPARYy-L. = Peroxisom-Proliferator-aktivierter
Rezeptor-gamma-Ligand, TAH = Thrombozytenaggregationshemmer, BB = Beta-blocker =
B:-Adrenorezeptorenantagonist, SHR = spontan hypertensive Ratten, eNOS = endotheliale
Stickstoffmonoxid-Synthase

Praparat Speziess DDAH ADMA- NO-Synthase  Quelle

Gewebe PK
Pioglitazon  Ratten DDAH2- ! NO- (Wakino et al.
(PPARYy-L.) Expression 1 Urinexkretion 1 2005)
Aspirin Ratten- DDAH- ! nicht (Deng et al. 2004)
(TAH) Aorta Aktivitdt 1 beschrieben
Nebivolol SHR DDAH2- i} eNOS- (Wang et al. 2011)
(BB) Expression 1 Expression 1
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5.5 Limitationen der Studie

5.5.1 Patientinnenauswahl

Die GroRe der gewahlten Gruppen — Frauen mit Préaeklampsie versus gesunde Schwangere —
war mit 18 erkrankten beziehungsweise 28 gesunden Frauen klein, eine generalisierte

Schlussfolgerung unserer Ergebnisse ist folglich schwierig.

Die Frauen beider Gruppen unterschieden sich nicht signifikant bezuglich verschiedener
praexistenter Risikofaktoren fur das Auftreten einer Praeklampsie (Alter, BMI, Nulliparitét)
und eigneten sich somit fur einen Vergleich. Andere Risikofaktoren waren jedoch nur in der
Préaeklampsie-Gruppe vorhanden: Drei Frauen waren bereits vor Eintritt der
Schwangerschaft an einer arteriellen Hypertonie erkrankt, eine Patientin hatte einen
Myokardinfarkt vor dem 30. Lebensjahr erlitten. Das Vorliegen dieser klinischen Parameter
konnte bei den betreffenden Frauen auch schon vor der Entwicklung der Praeklampsie mit

einer erhdhten ADMA-Plasmakonzentration einhergegangen sein (Boger 2004).

Von den 18 Frauen mit Praeklampsie entwickelten 14 eine schwere Verlaufsform. Bei vier
dieser 14 Patientinnen trat ein HELLP-Syndrom auf. Bei den Ergebnisvergleichen wurden
alle Frauen mit Préeklampsie beriicksichtigt und als eine Gruppe der Kontroll-Gruppe
gegenibergestellt. Diese Verteilung von mild und schwer erkrankten Frauen entspricht nicht
der klinischen Realitét (Kuklina et al. 2009).

5.5.2 Probengewinnung

Die Gewebeentnahmen aus der Plazenta fanden nach Abnabelung des Kindes und auferhalb
des Uterus, also nach Unterbrechung der mitterlichen Blutzufuhr statt. Dies kdnnte Einfluss
auf die Qualitdt und Intaktheit des Gewebes gehabt haben. Alle Plazenten wurden deshalb
makroskopisch untersucht und die Proben wurden nur aus Kotyledonen entnommen, die frei
von sichtbaren Infarkten oder Verkalkungen waren. Die Gewebeproben wurden nach der
Entnahme zugig in flussigen Stickstoff Gberfuhrt. Die Qualitat der aus dem Gewebe
gewonnenen RNA wurde mittels Gelelektrophorese berprift. In die statistischen Analysen

gingen nur Messergebnisse von Gewebeproben mit hoher RNA-Qualitét ein.
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5.5.3 Ergebnisauswertung

Wir konnen nicht ganz ausschlie3en, dass die erhohte ADMA-Plasmakonzentration bei den
Frauen mit Préeklampsie mit einer eingeschréankten Nierenfunktion bei diesen Frauen
zusammenhing, auch wenn die Korrelation der ADMA-Plasmakonzentration mit der
Kreatininkonzentration bei den erkrankten Frauen schwach und nicht signifikant war
(r=0,23; p=0,27; siehe auch 5.1).

Die Bestimmung der Korrelation der DDAH-Aktivitat mit der ADMA-Plasmakonzentration
bei den erkrankten Frauen war aufgrund der geringen Anzahl von Frauen mit nachweisbarer
DDAH-AKktivitat (n=3) nicht sinnvoll mdglich. In der Gruppe der Frauen mit Praeklampsie
waren sowohl die mittlere Expression der DDAHL1 als auch die der DDAH2 niedriger als bei
den Kontrollen, jedoch erreichte nur der Unterschied der DDAH2-Expression statistische
Signifikanz. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass nicht nur die Einschrankung der
plazentaren DDAH-Aktivitat, sondern auch die Einschrankung der DDAH in anderen
Geweben die Erhohung der ADMA-Plasmakonzentration bei Frauen mit Préeklampsie
bewirkt.

5.6 Zusammenfassende Bewertung

Wir konnten die Ergebnisse einiger anderer Studien bestatigen und nachweisen, dass Frauen
mit Praeklampsie eine signifikant hohere ADMA-Plasmakonzentration aufweisen als
gesunde Schwangere. Unsere Arbeitshypothese war die Annahme, dass eine
Beeintrachtigung der plazentaren DDAH-AKktivitat oder eine verminderte Expression dieses
Enzyms eine mogliche Ursache fir die erhohte ADMA-Plasmakonzentration bei diesen
Frauen sein konnte. Wir konnten aulerdem bestétigen, dass die Frauen mit Praeklampsie in
unserer Studie sowohl eine niedrigere Aktivitdt der plazentaren DDAH als auch eine

niedrigere Expression der plazentaren DDAH2 aufwiesen als die gesunden Kontrollen.

Letztlich kdnnen wir jedoch anhand unserer Querschnitt-Studie keine Aussage Uber die
Kausalitdt der verminderten DDAH-Aktivitdt und -Expression und der Entwicklung der
Préeklampsie bei unseren Patientinnen treffen. Groliere longitudinale Studien, die Frauen mit
erhéhtem Préeklampsie-Risiko von Beginn der Schwangerschaft an begleiten, waren dafir

notig. Das Auftreten einer erhéhten ADMA-Plasmakonzentration sowie einer verminderten

46



5 Diskussion

Aktivitat der plazentaren DDAH bereits vor dem Auftreten klinischer Symptome wiirden
unsere Annahme weiter bestatigen. Wéhrend der Schwangerschaft sind Gewebeentnahmen
aus der Plazenta zu Studienzwecken nicht vertretbar, die endgiltige Bestatigung unserer
Hypothese, dass in erster Linie die DDAH-Aktivitdt und -Expression in der Plazenta
vermindert sind und in der Folge die ADMA-Plasmakonzentration steigt und damit die

Symptome der Praeklampsie verursacht, gestaltet sich dadurch schwierig.
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6 Zusammenfassung

Praeklampsie ist eine schwangerschaftsinduzierte Erkrankung noch weitgehend unklarer
Atiologie und stellt weltweit eine der Hauptursachen maternaler und perinataler Mortalitat
dar. Asymmetrisches Dimethylarginin (ADMA) ist ein endogener Inhibitor der
Stickstoffmonoxid-Synthese und mit Endotheldysfunktion assoziiert. ADMA wird
hauptséchlich von der Dimethylarginin-Dimethylaminohydrolase (DDAH) abgebaut, welche
auch in der Plazenta exprimiert wird. Frauen mit Praeklampsie weisen eine hthere ADMA-
Plasmakonzentration auf als gesunde Schwangere. Um eine Aussage darlber treffen zu
konnen, ob bei Praeklampsie ein Zusammenhang besteht zwischen der erhohten ADMA-
Plasmakonzentration und einer als moglichen Ursache in Frage kommenden eingeschrankten
Leistung der plazentaren DDAH, haben wir die Aktivitat und Expression dieses Enzyms in

Plazentagewebeproben von Frauen mit Praeklampsie und gesunden Schwangeren untersucht.

In vendsen Blutproben von 18 Frauen mit Praeklampsie und 28 gesunden Schwangeren
wurde die ADMA-Plasmakonzentration mit der LC-MS/MS gemessen. In Plazentagewebe-
proben von 15 Frauen mit Praeklampsie sowie 16 gesunden Schwangeren wurde die DDAH-
Aktivitat mit der LC-MS/MS durch Messung von deuteriertem [°Hg]-ADMA als Substrat der
DDAH bestimmt. Zudem wurde mit der RT-PCR die mMRNA-Expression verschiedener Gene
gemessen (DDAH1, DDAH2, endotheliale und induzierbare Stickstoffmonoxid-Synthase
und Protein-N-Arginin-Methyltransferase 1).

Frauen mit Préeklampsie wiesen eine hohere ADMA-Plasmakonzentration auf als gesunde
Schwangere. Eine plazentare DDAH-AKktivitat war bei den erkrankten Frauen im Gegensatz
zu den gesunden kaum nachweisbar. Aullerdem war bei Frauen mit Praeklampsie die
Expression der plazentaren DDAH2 signifikant niedriger. Die Expression der plazentaren
PRMT1 hingegen war in beiden Gruppen gleich. Der fetomaternale ADMA-Gradient, der
Unterschied der maternalen und fetalen ADMA-Plasmakonzentrationen, war bei den
erkrankten Frauen ebenfalls geringer als bei den gesunden. Die Korrelation der DDAH1- und
DDAH2-Expression mit der maternalen ADMA-Plasmakonzentration war schwach, starker

war die Korrelation der DDAH2-Expression mit dem fetomaternalen ADMA-Gradienten.

Die eingeschrénkte Aktivitat und Expression der plazentaren DDAH kdnnte mit der erhohten
ADMA-Plasmakonzentration bei den von uns untersuchten Frauen mit Praeklampsie
zusammenhéngen. Sollte diesbeziiglich ein kausaler Zusammenhang nachgewiesen werden,

konnte die Modulation der DDAH eine zukiinftige Therapieoption dieser Erkrankung sein.
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8 Anhang

8.1  Abkulrzungsverzeichnis

A

ADAM 12 A disintegrin and metalloprotease-12

ADMA Asymmetrisches Dimethylarginin

AFP Alpha-Fetoprotein

ALT Alanin-Aminotransferase

ASS Acetylsalicylsaure

AST Aspartat-Aminotransferase

B

BB Betablocker = B;-Adrenorezeptorantagonist

BMI Body Mass Index in kg/m2

C

ca** Calcium

cDNA Complementary DNA = komplementére Desoxyribonukleinsaure

cGMP Zyklisches Guanosinmonophosphat

D

DDAH Dimethylarginin-Dimethylaminohydrolase

DIC Disseminated Intravasal Coagulation = Disseminierte Intravasale
Gerinnung

DNA Desoxyribonukleinséure
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E

EDRF Endothelium Derived Relaxing Factor (= NO)

EDTA Ethylendiamintetraacetat

eNOS Endotheliale Sickstoffmonoxid-Synthase

ER Endoplasmatisches Retikulum

G

GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase

GFR Glomerulare Filtrationsrate

GMP Guanosinmonophosphat

GTP Guanosintriphosphat

H

hCG Humanes Choriongonadotropin

HELLP Haemolysis, elevated liver enzymes, low platelet count = Hamolyse,
erhdhte Leberenzyme, erniedrigte Thrombozytenzahl

|

iNOS Induzierbare Sickstoffmonoxid-Synthase

IUFT Intrauteriner Fruchttod

IUGR Intrauterine Growth Restriction = intrauterine Wachstumsretardierung

K

K Kontrollen
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L

LC-MS/MS  Liquid chromatography mass spectrometry = Flussigchromatografie mit
Massenspektrometrie-Kopplung

LDH Laktatdehydrogenase

LDL Low Density Lipoproteines

L-NMMA N-Monomethyl-L-Arginin

M

MRNA Messenger Ribonukleinséure

N

NO Stickstoffmonoxid

NO, Nitrit

NOs Nitrat

NOS NO-Synthase = Stickstoffmonoxid-Synthase

)

PAPP-A Pregnancy-associated plasma protein A = schwangerschaftsassoziiertes
Plasmaprotein A

PBS Phosphate buffered saline = Phosphatgepufferte Salzldsung

PCR Polymerase chain reaction = Polymerase-Kettenreaktion

PDE 5 Phosphodiesterase 5

PE Préaeklampsie

Pl Pulsatilitats-Index (in der Dopplersonografie)

PIGF Placental growth factor = plazentarer Wachstumsfaktor
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PP13 placental protein 13 = Plazentaprotein 13

PPAR-y Peroxisom-Proliferator-aktivierter Rezeptor-gamma

PRMT Protein-N-Arginin-Methyltransferase

PTT Partielle Thromboplastinzeit

Q

QC Quality control = Qualitatskontrolle-Lésung

R

RNA Ribonukleinsdure

RPE Puffer aus dem miRNeasy Mini Kit. Genaue Zusammensetzung unbekannt
RR Blutdruck (nach Riva Rocci) sowie Relative Risikoreduktion

S

SDMA Symmetrisches Dimethylarginin

sFIt-1 Soluble fms-like tyrosine kinase 1 = l6slicher Rezeptor fur den VEGF (s.u.)
SHR Spontan hypertensive Ratten

SNPs Single nucleotide polymorphisms

SSW Schwangerschaftswoche

T

TAH Thrombozytenaggregationshemmer

U

UKE Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf
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VEGF Vascular endothelial growth factor (Wachstumsfaktor)
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8.2  Tabellenverzeichnis

Tabelle 1:

Tabelle 2;

Tabelle 3:

Tabelle 4:

Tabelle 5:

Tabelle 6:

Tabelle 7:

Tabelle 8:

Tabelle 9:

Tabelle 10:

Risikofaktoren fiir das Auftreten einer Praeklampsie.

Erkrankungen, die mit einer erhohten Plasmakonzentration von

Asymmetrischem Dimethylarginin einhergehen.

Plasmakonzentration von Asymmetrischem Dimethylarginin bei gesunden

Schwangeren und Frauen mit Préeklampsie.
Patientinnencharakteristika.
Laborwerte der Frauen mit Praeklampsie.

Plasmakonzentrationen von ADMA, SDMA und L-Arginin bei gesunden

Schwangeren und Frauen mit Praeklampsie.

Plasmakonzentrationen von ADMA, SDMA und L-Arginin bei Frauen mit
Préeklampsie ohne HELLP-Syndrom und Frauen mit HELLP-Syndrom.

Fetale Plasmakonzentrationen von ADMA, SDMA und L-Arginin.
Fetomaternale Konzentrationsgradienten von ADMA, SDMA und L-Arginin.

Klinisch gebrduchliche Medikamente und ihre Wirkung auf die

Dimethylarginin-Dimethylaminohydrolase.
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8.3  Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1:
Abbildung 2:

Abbildung 3:

Abbildung 4:

Abbildung 5:

Abbildung 6:

Abbildung 7:
Abbildung 8:
Abbildung 9:

Abbildung 10:

Abbildung 11:

Abbildung 12:

Arginin-Stickstoffmonoxid-Kaskade.
Effekte von Stickstoffmonoxid.

L-Arginin und Strukturanaloga Asymmetrisches Dimethylarginin und
Symmetrisches Dimethylarginin.

Synthese und Abbau von Asymmetrischem Dimethylarginin.

Verminderte plazentare Aktivitat und/oder Expression der DDAH als
mdgliche Ursache der erhéhten ADMA-Plasmakonzentration bei Frauen mit

Préeklampsie.

Plasmakonzentrationen von ADMA und SDMA bei gesunden Schwangeren

und Frauen mit Praeklampsie.

Maternale und fetale ADMA-Plasmakonzentrationen.

Fetomaternale Konzentrationsgradienten von ADMA und SDMA.
Aktivitat der plazentaren Dimethylarginin-Dimethylaminohydrolase.

Expression der plazentaren GAPDH, DDAH1, DDAH2, PRMT1 und eNOS

bei gesunden Schwangeren.

Relative Expression der plazentaren DDAH1, DDAH2, eNOS und PRMT1

bei gesunden Schwangeren und Frauen mit Praeklampsie.

Korrelation der relativen DDAH2-Expression mit dem fetomaternalen

ADMA-Gradienten bei Frauen mit Praeklampsie.
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8.4  Materialien

8.4.1 Substanzen, Losungen und Kits
+  [’H¢]-ADMA
+ Acetonitril
+ ADMA
+ Butanolische Salzsdure
+ Chloroform
+  Deuteriertes [°H;]-L-Arginin
+ Ethanol (70% und 96-100%)
+ Interner Standard ([**Cs’Hg]-ADMA) in Methanol
+ L-Arginin
+ L-NMMA
+ Methanol
+ miRNeasy Mini Kit
+ N-w-Hydroxy-nor-L-Arginin
+ PBS-Puffer
+ Probenpuffer
+ RevertAid H Minus First Strand cDNA Kit
+ SDMA

+ TagMan Gene Expression Assay
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8.4.2 Verbrauchsmaterialien
+ 1,5 ml Eppendorfreaktionsgefalie
+ 2 ml Eppendorfreaktionsgefalie
+ Abdeckmatte fur MegaBlock 1,2 ml (rund)
+ Acetat-Klebefolie
+ Astec Chirobiotic T Vorsaule 20 x 1,0 mm
+ Butterfly-Kanlen
+ EDTA-Monovetten
+ Einmalhandschuhe
+ Eppendorf epTIPS 100 pl
+ Flussiger Stickstoff
+ Greiner PP Mikrotiterplatten
+ Millipore 96well-Filterplatten 0,22 um
+ Pipettenspitzen
+ Sterile Einmalhandschuhe
+ Sterile, Nuklease-freie Reaktionsgefale

+ Sterile, RNase-freie Pipettenspitzen

8.4.3 Gerate
+ ABI PRISM 7900 HAT Thermocycler
+ Brand Multipette
+ Eppendorf 8-Kanal Transferpipette 20 bis 200 pl

+ Eppendorf Zentrifuge 5810R
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Heizblock

HPLC Varian ProStar

Inkubator

Mikrozentrifuge fur 2 ml Eppendorfreaktionsgefélie
Pipette

Varian L1200 MS/MS inklusive Computer und Drucker

Zentrifuge
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8.5  Einverstandniserklarung zur Teilnahme an der Studie

Universitatsklinikum I Klinik und Poliklinik fiir Geburtshilfe  mMartinistrasse 52

Ha mbUTg-EpPEﬂdUl'f und Pranatatalmedizin 20246 Hamburg
Telefon: (040) 42803-7832

www_uke uni-hamburg.de

Prof. Dr. Kurt Hecher

Longitudinale Studie zur Erfassung des zeitlichen Verlaufs
der Serum-ADMA-Konzentration
wahrend normaler Schwangerschaft und bei Praeklampsie
UKE-KP 2004/006

Einverstandniserklirung

Herr/ Frau Dr. med. (Name des aufklirenden Arztes/Arztin) hat mich vollstindig iiber
das Wesen und die Bedeutung der geplanten Studie aufgeklart. Ich konnte dabei alle mich inferessierenden
Fragen stellen. Ferner hatte ich Gelegenheit, das Auflklanmgsblatt genan durchzulesen und auch dazu Fragen zu
stellen. Ein Exemplar der Aufklimng/ Emwilligung ist mir zum Verbleib ausgehindigt worden.

Ich wetB, dass ich meine Eiwillipung jederzeit ohne Angaben von Griinden widerrufen kann ohne dass mur
daraus Nachteile beziiglich einer laufenden oder zukiinftigen Behandlung entstehen.

Ich weiB. dass die im Rahmen der Studie erhobenen Daten und persinlichen Mifteilungen der drztlichen
Schweigepflicht unterliegen und zur Auswertung nur ohne meinen Namen (psendonymisiert) zusammengefiihrt
werden.

Ich bin damit einverstanden, dass werden meine personenbezogenen Daten im Rahmen der klinischen Prifung
aufgezeichnet und psevdonymisiert, d.h. ohne Namensnennung zur wissenschaftlichen Answertung verarbeitet
sowie gef an die zustandige Uberwachungsbehérde zur Uberpritfung der ordmungsgemalfien Durchfiihrung der
Studie weiter gegeben werden und in Form der psendonymisierten Daten auf Fragebdgen und elektronischen
Datentragern fiir die Daver von mindestens 15 Jahren gespeichert kénnen.

Zugleich erklire ich, dass ich mit der im Rahmen der klimschen Prifung erfolgenden Aufreichmung von
Krankheitsdaten einverstanden bin.

Ich bestitige durch meine Unterschrift, dass ich die Aufklimng verstanden habe und mich mit der Durchfiihrung
der vorgenannten Studie einverstanden erklire.

Fiir die zugleich geplante genefische Untersuchung wird ein gesondertes und unabhingiges Einverstindnis auf
einem gesonderten Vordruck eingeholt.

Hamburg, den

Unterschrift des aufklirenden Arztes

Hamburg, den

Unterschrift der Patientin

Name der Patientin
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Einverstandniserklarung zur Entnahme von Gewebe

Universitatsklinikum Klinik und Poliklinik fiir Geburtshilfe  Martinistrasse 52
Ha mburg_EppendDrf I und Pranatatalmedizin 20246 Hamburg

Prof. Dr. Kurt Hecher
www_uke uni-hamburg.de

Longitudinale Studie zur Erfassung des zeitlichen Verlaufs
der Serum-ADMA-Konzentration
wahrend normaler Schwangerschaft und bei Praeklampsie
UKE-KP 2004/006

Einverstindniserklarung zur Entnahme und
Untersuchung von Gewebe des Mutterkuchens
und Nabelschnurblut nach Entbindung

Herr/ Frau Dr. med. (Name des aufklirenden Arztes/Arztin) hat mich vollstindig Giber
das Wesen und die Bedeutung der geplanten Studie aufgeklart. Ich konnte daber alle mich inferessierenden
Fragen stellen. Ferner hatte ich Gelegenheit, das Aufklarungsblatt genau durchzulesen und auch dazu Fragen zu
stellen. Ein Exemplar der Aufklirung/ Emwilligung 1st mir zum Verbleib ausgehindigt worden.

Ich weill. dass ich meine Einwilligung jederzeit ohne Angaben von Griinden widerrufen kann, ohne dass mir
daraus Nachteile beziiglich einer laufenden oder zukiinfligen Behandlung entstehen.

Ich weiB, dass die im Rahmen der Studie erhobenen Daten und persénlichen Mitteilungen der arzflichen
Schweigepflicht unterliegen und zur Auswertung nur ohne meinen Namen (pseudonvmisiert) zusammengefiihrt
werden.

Ich bin damit einverstanden, dass werden meine personenbezogenen Daten im Rahmen der klinischen Priifung
aufgezeichnet und pseudonynusiert, d h. ohne Namensnennung zur wissenschaftlichen Auswertung verarbeitet
sowie ggf an die zustindige Uberwachungsbehérde zur Uberpriifung der ordnungsgemaBen Durchfiihmng der
Studie weiter gegeben werden und in Form der pseudonymusierten Daten auf Fragebdgen und elektronischen
Datentragern fiir die Daver von mindestens 15 Jahren gespeichert kénnen.

Ich bestitige durch meine Unterschrift, dass ich die Aufldarung verstanden habe und mich mit der Durchfiihrung
der vorgenannten Studie einverstanden erklire.

Hamburg, den
Unterschrift des aufkldrenden Arztes
Hamburg, den
Unterschrift der Patientin
Name der Patientin

Telefon: (040) 428603-7832
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8.7  Einverstandniserklarung zur genetischen Untersuchung

Universitatsklinikum I Klinik und Poliklinik fiir Geburtshilfe  pMartinistrasse 52

Hamburg—Eppendorf und Pranatatalmedizin 20246 Hamburg
Telefon: (040) 42803-7832

www.uke uni-hamburg.de

Prof. Dr. Kurt Hecher

Longitudinale Studie zur Erfassung des zeitlichen Verlaufs
der Serum-ADMA-Konzentration
wahrend normaler Schwangerschaft und bei Praeklampsie
UKE-KP 2004/006

Einverstidndniserkldarung zur Teilnahme
an der Genetik-Untersuchung

Herr/ Frau Dr. med. (Name des aufklirenden Arztes/Arztin) hat mich vollstindig tiber
das Wesen und die Bedeutung der geplanten genetischen Untersuchungen aufgekldrt. Ich konnte dabei
alle mich interessierenden Fragen stellen. Ferner hatte ich Gelegenheit, das Aufkldrungsblatt zur
genetischen Untersuchung genau durchzulesen und auch dazu Fragen zu stellen. Ein Exemplar der
Aufklarung/Einwilligung ist mir zum Verbleib ausgehdndigt worden.

Ich weif3, dass ich meine Einwilligung jederzeit ohne Angaben von Griinden widerrufen kann und dass ich
die Vernichtung der Blutprobe fordern kann, ohne dass mir daraus Nachteile beziiglich einer laufenden
oder zukiinftigen Behandlung entstehen.

Mir ist bewusst, dass mir keine persénlichen Vorteile aus dieser zusdtzlichen wissenschaftlichen
Untersuchung entstehen werden und dass mir die Ergebnisse nicht mitgeteilt werden. Ich stimme zu, dass
das Universititsklinikum Hamburg-Eppendorf alleiniger Inhaber der aus der wissenschaftlichen
Untersuchung meiner Blutprobe gewonnenen Erkenntnisse wird.

Datenschutzerklirung Ich bin damit einverstanden, dass meine Blutproben und die bendtigten
Daten aus der klinischen Studie jeweils separat mit einer unterschiedlichen Code-Nummer ohne Angabe
meines Namens gekennzeichnet werden. Die Untersuchungsergebnisse werden in doppelt codierter Form
ermittelt und aufgezeichnet, wissenschaftlich ausgewertet und den gesetzlichen Bestimmungen archiviert.
Die geplanten genetischen Analysen dienen ausschliefilich der wissenschaftlichen Untersuchung
mdglicher zellbiologischer Ursachen verdnderter Konzentrationen des kdrpereigenen Botenstoffes ADMA
sowie der Erfassung eines moglichen genetisch determinierten Risikos im Zusammenhang mit dem
ADMA-Stoffwechsel. Dariiber hinausgehende Genanalysen werden nicht durchgefiihrt. Nur die an der
wissenschaftlichen Studie beteiligten Personen haben Zugang zu den doppelt codierten Daten, die meiner
Person nicht zugeordnet werden kénnen. Auch im Falle einer Publikation der Ergebnisse der Studie bleibt
die Vertraulichkeit meiner personenbezogenen Daten gewdihrleistet.

Ich bestdtige durch meine Unterschrift, dass ich die Aufkldrung verstanden habe und mich mit der
Durchfiihrung der vorgenannten genetischen Untersuchung einverstanden erklire.

Hamburg, den

Unterschrift des aufkldrenden Arztes

Hamburg, den

Unterschrift der Patientin

Name der Patientin
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8.8  Demografischer Fragebogen

I Universitatsklinikum I Klinik und Poliklinik fiir Geburtshilfe  Martinistrasse 52

Hamburg_Eppendorf und Pranatatalmedizin 20246 Hamburg
Telefon: (040) 42803-7832

www_uke. uni-hamburg.de

Prof. Dr. Kurt Hecher

Longitudinale Studie zur Erfassung des zeitlichen Verlaufs
der Serum-ADMA-Konzentration
wahrend normaler Schwangerschaft und bei Praeklampsie
UKE-KP 2004/006

Sehr geehrte Patientin,
wir freuen uns sehr, dass Sie eingewilligt haben, an unserer Studie teilzunehmen. Wir benétigen
fiir die Auswertung der gewonnenen Messergebnisse einige personliche Angaben und bitten Sie

deshalb, den folgenden Fragebogen auszufiillen bzw. anzukreuzen, falls zutreffend.

Diese Angaben werden genau wie die Blut- und Urinproben und die daraus gemessenen Werte
streng vertraulich behandelt und liegen nur uns, den Sie behandelnden Arzten vor.

Wir bitten um Ihre Emailadresse fiir eventuelle Riickfragen. Sollten Sie keine Emailadresse
besitzen, schreiben Sie bitte Ihre Telefonnummer auf,

Herzlichen Dank!
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Eigene Daten

-  Email-Adresse:

- Alter:

- Grofie:

- Gewicht (vor der Schwangerschaft):

- 0O Neuaufgetretener Bluthochdruck wihrend dieser Schwangerschaft; seit wann? Wie
behandelt?

- Blutdruck momentan:

- O Eiweifausscheidung im Urin; seit wann?

- 0O Wasseransammlungen in den Beinen; seit wann? Wie behandelt?

- 0O Neuaufgetretener Diabetes wihrend dieser Schwangerschaft; seit wann? Wie
behandelt?

- O Sonstige Komplikationen?
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Vorerkrankungen

- Bluthochdruck vor der Schwangerschaft; seit wann?

O beilhnen; Medikamente?

- Angina pectoris; seit wann?

O beilhnen; Medikamente?

- Herzinfarkt; wann?

O beilhnen; Medikamente?

- Schlaganfall; wann?

O beilhnen; Medikamente?

- Diabetes mellitus Typ I; seit wann?

O beilhnen; Medikamente?

- Diabetes mellitus Typ II; seit wann?

O beilhnen; Medikamente?

]

- Chronische Nierenerkrankung; seit wann?

O beilhnen; Medikamente?

]

in der Familie

in der Familie

in der Familie

in der Familie

in der Familie

in der Familie

in der Familie

- Thromboseneigung; wann welche Ereignisse?

O beilhnen; Medikamente?

]

in der Familie

gar

gar

gar

gar

gar

gar

gar

gar

nicht

nicht

nicht

nicht

nicht

nicht

nicht

nicht

- 0O Dauer-Medikamente vor und/oder wihrend der Schwangerschaft; welche?
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Angaben zu vorangegangenen Schwangerschaften

- Anzahllebend geborener Kinder:

- Anzahl von Fehlgeburten/Schwangerschaftsabbriichen:

Komplikationen wihrend der Schwangerschaft mit [hrem 1. Kind

Priaeklampsie (Bluthochdruck und Eiweiffausscheidung im Urin)
Bluthochdruck alleine (wahrend Schwangerschaft neu aufgetreten)
Diabetes (wihrend Schwangerschaft neu aufgetreten)
Mangelgeburt (zu kleines oder zu leichtes Neugeborenes)
Friihgeburt (vor Ende der 37. Woche)

Sonstiges:

Oooooon

Komplikationen wiahrend der Schwangerschaft mit [hrem 2. Kind

Priaeklampsie (Bluthochdruck und Eiweiffausscheidung im Urin)
Bluthochdruck alleine (wihrend Schwangerschaft neu aufgetreten)
Diabetes (wihrend Schwangerschaft neu aufgetreten)
Mangelgeburt (zu kleines oder zu leichtes Neugeborenes)
Frithgeburt (vor Ende der 37. Woche)

anderer Vater als beim 1. Kind

Sonstiges:

Oooooooo

Komplikationen wihrend der Schwangerschaft mit [hrem 3. Kind

Priaeklampsie (Bluthochdruck und Eiweiffausscheidung im Urin)
Bluthochdruck alleine (wahrend Schwangerschaft neu aufgetreten)
Diabetes (widhrend Schwangerschaft neu aufgetreten)
Mangelgeburt (zu kleines oder zu leichtes Neugeborenes)
Friihgeburt (vor Ende der 37. Woche)

anderer Vater als beim 2. Kind

Sonstiges:

Ooooooon

Komplikationen wihrend der Schwangerschaft mit Threm 4. Kind

Priaeklampsie (Bluthochdruck und Eiweiffausscheidung im Urin)
Bluthochdruck alleine (wihrend Schwangerschaft neu aufgetreten)
Diabetes (wihrend Schwangerschaft neu aufgetreten)
Mangelgeburt (zu kleines oder zu leichtes Neugeborenes)
Friihgeburt (vor Ende der 37. Woche)

anderer Vater als beim 3. Kind

Sonstiges:

Oooooooo
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Anhang

Angaben zu Schwangerschaftskomplikationen in der Familie

- O Sind in Ihrer engeren Verwandtschaft Fille von Praeklampsie oder Bluthochdruck
wihrend der Schwangerschaft aufgetreten?

- O Sind Kinder in Ihrer engeren Verwandtschaft zu friith (vor Ende der 37. Woche)
geboren?

- O Gab es Mangelgeburten (zu kleines oder zu leichtes Neugeborenes) in Ihrer engeren
Verwandtschaft?

- O Sind Kinder in Ihrer engeren Verwandtschaft tot auf die Welt gekommen? Wenn
ja, wissen Sie die Ursache?
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