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1 Einleitung

1.1 Praeklampsie
1.1.1 Epidemiologie und Definition

Die Praeklampsie (PE) ist eine Schwangerschaftskomplikation, von der etwa 2-8% der
schwangeren Frauen weltweit betroffen sind (Abalos et al., 2013) und die mit hoher
Morbiditat und Mortalitat fir Mutter und Kind einhergeht. Ein systematisches Review der
Weltgesundheitsorganisation ergab, dass in den Industrienationen gut 16% der mutterlichen
Todesfalle in der Peripartalzeit auf hypertensive Schwangerschaftserkrankungen
zurlickzufuhren sind (Khan et al., 2006). Laut einer grof’en populationshasierten
Kohortenstudie aus Norwegen erhoht sich das Risiko flr einen intrauterinen Fruchttod bei
Erstgebarenden mit PE in der 34. Schwangerschaftswoche (SSW) gegeniber

Schwangerschaften ohne PE um den Faktor sieben (Harmon et al., 2015).

Lange war eine PE als die feste Kombination aus neu aufgetretener Hypertonie und
begleitender Proteinurie definiert. Inzwischen wird die PE als eine Systemerkrankung
verstanden, die prinzipiell alle Organsysteme betreffen kann und nicht notwendigerweise
einer Proteinurie bedarf. Nach den aktuellen Kriterien des American College of Obstetricians
and Gynecologists (ACOG) fult die Diagnose heute auf einer neu einsetzenden Hypertonie,
die nach der 20. SSW beginnt und von mindestens einem weiteren Endorganschaden
begleitet wird. Neben der Nierenbeteiligung in Form einer Proteinurie kommen dabei
folgende andere Merkmale in Betracht: Niereninsuffizienz, Thrombozytopenie,
Leberfunktionsstérung,  Lungenddem,  Oberbauchschmerz,  Kopfschmerzen  oder
Sehstérungen (ACOG Practice Bulletin, 2020; Homer et al., 2008). Die Definition der PE in
dieser Arbeit beruht auf den genannten ACOG-KTriterien. Entsprechende Grenzwerte fiir den
Blutdruck und die Kriterien zur Feststellung von Endorganschaden sind in Tabelle 1.1

zusammengefasst.



Tabelle 1.1 Diagnosekriterien der Praeklampsie. SY'S = systolischer Blutdruck, DIA = diastolischer Blutdruck.
Tabelle in Anlehnung an (ACOG Practice Bulletin, 2020).

Hypertonie mit
RR von >140 mmHg SYS oder >90 mmHg DIA (2 x im Abstand von > 4 Stunden)
oder RR von > 160 mmHg SY'S oder >110 mmHg DIA ohne zeitliche Limitierung

Und zusatzlich mindestens einer der folgenden Endorganschaden:

Proteinurie mit 300 mg/24 h oder Protein-Kreatinin-Ratio von >0,3 mg/dI

Thrombozytopenie mit Thrombozytenzahl <100.000/ul

Niereninsuffizienz mit Serumkreatinin > 1,1 mg/dl oder Verdoppelung des Serumkreatinins ohne
vorbestehende Nierenerkrankung

Leberfunktionsstorung mit Transaminasenerhéhung auf das Zweifache des oberen Normwerts
Lungenddem

Neurologische Auffalligkeiten mit

Neu aufgetretenen Kopfschmerzen, die nicht auf Analgetika ansprechen und nicht anderweitig erklart
werden kénnen oder

Sehstérungen

Oberbauchschmerzen starker Intensitat im rechten oberen Quadranten oder epigastrisch, die nicht durch
andere Diagnosen erklért werden kénnen

1.1.2 Weitere hypertensive Schwangerschaftserkrankungen

Hypertensive Blutdruckwerte koénnen in der Schwangerschaft zu unterschiedlichen
Zeitpunkten und mit mehr oder minder kritischen Begleiterscheinungen auftreten. Die
Internationalen Fachgesellschaften und die International Society for the Study of
Hypertension in Pregnancy unterscheiden neben der PE zwischen zwei weiteren
Hauptformen hypertensiver Schwangerschaftserkrankungen: Eine chronische Hypertonie
liegt vor, wenn der Bluthochdruck bereits vor der Schwangerschaft besteht oder vor der 20.
SSW erstdiagnostiziert wird. Die Gestationshypertonie (GH) setzt hingegen erst nach der 20.
SSW neu ein. Weitere laborchemische, klinische oder sonographische Anzeichen einer PE
fehlen bei der GH definitionsgemaR (Brown et al., 2018; DGGG, 2019).



Auch das HELLP-Syndrom, auf das im folgenden Abschnitt weiter eingegangen wird, zahlt
als Sonderform der PE zum Formenkreis der hypertensiven Schwangerschaftserkrankungen
(Brown et al., 2018; DGGG, 2019).

1.1.3 Praeklampsie-Schweregrade und das HEL LP-Syndrom

Nach ACOG liegt eine PE mit schwerwiegenden Merkmalen vor, wenn mindestens eines der
folgenden prognoseverschlechternden Kriterien erflllt ist (ACOG Practice Bulletin, 2020):

Systolischer Blutdruck >160 mmHg oder diastolischer Blutdruck >110 mmHg
- Thrombozytopenie <100.000/ul

- Nicht durch andere Ursachen erklarbare Leberfunktionsstorung  mit
Transaminasenerhohung auf Uber das Zweifache des oberen Normwertes oder

anhaltendem rechtsseitigem Oberbauchschmerz

- Serumkreatinin >1,1 mg/dl oder Verdoppelung des Serumkreatinins ohne
vorbestehende Nierenerkrankung

- Lungenddem

- Neu aufgetretene Kopfschmerzen, die nicht auf Analgetika ansprechen und nicht

anderweitig erklart werden kénnen
- Sehst6rungen

Das HELLP-Syndrom beschreibt eine schwerwiegende Konstellation von Befunden in der
Schwangerschaft, die meist im zweiten oder dritten Trimenon auftritt. Das Akronym wurde
erstmals 1982 von Weinstein etabliert und steht fiir die Kombination aus Hamolyse, erhohten
Leberenzymen und einer niedrigen Thrombozytenzahl (Haemolysis, Elevated Liver
Enzymes, Low Platelet Count, HELLP) (Weinstein, 1982). Das Syndrom ist mit einem
signifikant erhéhten Risiko fur Komplikationen wie mitterlichen Tod, fetale
Wachstumsrestriktion und Friihgeburtlichkeit assoziiert (Huang et al., 2022). Weinstein
ordnete HELLP als eine schwere Form der PE ein. Obwohl auch die Theorie des Syndroms



als eigenstandiges Krankheitsbild zunehmend Anklang findet (Wallace et al., 2018),
dominiert bis heute die Einschétzung, dass es sich dabei um eine schwere Form der PE
handelt (Brown et al., 2018). Im Gegensatz zur klassischen PE kommt das HELLP-Syndrom
in etwa 15% der Falle auch ohne hypertensive Blutdruckwerte vor (Vollaard et al., 2007;
Wallace et al., 2018).

1.1.4 Pathophysiologie der Praeklampsie

Die Pathophysiologie der PE ist komplex und ihre genaue Atiologie bis heute nicht
abschlieBend geklart. Als zentraler Punkt in der Krankheitsentstehung gilt eine abnorme
Entwicklung der Plazenta in der friihen Schwangerschaft, die zu einem spateren Zeitpunkt
zur Auspragung des klinischen Syndroms flhrt (Rana et al., 2019). Zahlreiche internationale
Studien haben sich mit den Ursachen flr die gestorte Plazentation beschaftigt und legen eine
multifaktorielle Entstehung nahe, an der unter anderem genetische Varianten bei Mdttern und
Feten (Gray et al., 2018; Hansen et al., 2018; McGinnis et al., 2017; Steinthorsdottir et al.,
2020), immunologische Faktoren (Zhang & Wei, 2021) und ein erhdhtes Risiko durch
vorbestehende Erkrankungen wie Diabetes, Adipositas und vaskulare Pathologien (Bartsch

et al., 2016) beteiligt sein konnten.

Allgemein anerkannt ist, dass es in der frihen Phase der PE-Entstehung zu einer gestorten
Invasion von Trophoblastzellen und einem unvollstandigen Umbau der Spiralarterien im
Myometrium kommt. Daraus resultiert ein eingeschrankter Blutfluss in der utero-plazentaren
Einheit mit der Folge von plazentarer Ischdmie (Zhou et al., 1997). Vor inzwischen etwa 20
Jahren entdeckten erste Gruppen, dass die Plazentae von Frauen mit PE vermehrt den
antiangiogenen Faktor sFlt-1 exprimieren und dass dieser Faktor in Tiermodellen die
charakteristischen Merkmale der PE auszultsen vermag (Ahmad & Ahmed, 2004; Lu et al.,
2007; Luttun & Carmeliet, 2003; Maynard et al., 2003). Mittlerweile gilt die Dysbalance
zwischen pro- und antiangiogenen Faktoren als etablierter Bestandteil der Pathogenese der
PE: Die durch Ischamie geschadigten Plazentae schiitten die antiangiogenetischen Faktoren
sFIt-1 und l6sliches Endoglin (SEng) aus. sFlt-1 und sEng binden und neutralisieren die
proangiogenen Faktoren PIGF, VEGF und TGF-R. Da PIGF, VEGF und TGF-3 wichtige
Funktionen fur die Aufrechterhaltung endothelialer Zellfunktionen und die Angiogenese

erflillen, resultiert aus ihrem Mangel eine endotheliale Dysfunktion, die Sch&den in



sdmtlichen Organen des Korpers anrichten kann (Erez et al., 2022; lves et al., 2020; Rana et
al., 2022; Torry et al., 1998; Venkatesha et al., 2006).

In jungerer Vergangenheit wurde das Krankheitsverstdndnis der PE zudem wesentlich durch
die Erkenntnis der Beteiligung inflammatorischer Prozesse beeinflusst: Michalczyk et al.
fassen in einem Review aus dem Jahr 2020 umfangreiche Literatur Uber die Rolle der
Inflammation fur die Pathogenese der PE zusammen (Michalczyk et al., 2020). Zum einen
wird die Ursache der PE darin einer (berschiefenden Reaktion des mdtterlichen
Immunsystems auf die Schwangerschaft zugeschrieben. Immunzellen kénnen demnach eine
Entzindungsreaktion in der Plazenta stimulieren und so die fehlerhafte Plazentation
mitbeeinflussen. Des Weiteren wurde durch die resultierende plazentare Ischdmie eine
verstarkte Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) in der Plazenta beobachtet. Der
oxidative Stress triggert Uber die Ausschittung von proinflammatorischen Zytokinen,
Chemokinen und Mikropartikeln wiederum eine systemische Entziindungsreaktion, die von
verstéarkter endothelialer Aktivierung begleitet wird (Aggarwal et al., 2019; Lee et al., 2012;
Michalczyk et al., 2020; Tenorio et al., 2019).

Neben den genannten, gut untersuchten Aspekten wird fortlaufend auf vielen weiteren
Ebenen zur Pathophysiologie der PE geforscht. So gibt es unter anderem Untersuchungen zu
Dysfunktionen in Mitochondrien, auf die im folgenden Abschnitt ndher eingegangen wird.
Studien, die sich auf Veranderungen in Thrombozyten bei PE konzentrieren, werden in
Abschnitt 1.2.3 besprochen.

1.1.5 Der mitochondriale Stoffwechsel bei Praeklampsie

Mitochondrien sind Zellorganellen mit einer Doppelmembran, die mit Ausnahme von
Erythrozyten in allen menschlichen Zellen vorkommen (Grosso et al., 2017) und eine
wichtige Rolle fur den Energiestoffwechsel spielen. Aus den Abbauprodukten von
Kohlenhydraten, Fettsduren und Proteinen wird in den Mitochondrien der Energietrager
Adenosintriphosphat (ATP) gewonnen. An der ATP-Gewinnung sind unter anderem die
Prozesse der Atmungskette und der ATP-Synthase beteiligt (van der Bliek et al., 2017). Beide
sind in der inneren Mitochondrienmembran lokalisiert, die durch ihre Einstiilpungen, genannt

Cristae, eine grofie Oberflache bietet (Frey & Mannella, 2000). Die Atmungskette wird von



mehreren Komplexen gebildet. Einige von ihnen bauen durch den Transport von Protonen
aus der Matrix in den Membranzwischenraum ein elektrochemisches Potenzial auf: Das
mitochondriale Membranpotenzial (Mmp). Der Protonengradient dient der ATP-Synthase
schliellich als Antrieb fir die Phosphorylierung von Adenosindiphosphat (ADP) zu ATP
(Rigoulet et al., 2020; van der Bliek et al., 2017). Daraus ergibt sich, dass die lebenswichtige
Energiegewinnung in Zellen direkt von intakten mitochondrialen Membranen und einem
aufrechten Mmp abhéngig ist (Braganza et al., 2020). Neben der Energiegewinnung werden
Mitochondrien weitere Funktionen wie die Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS)
(Kausar et al., 2018), die Regulation der Apoptose (Green & Reed, 1998) und eine

mafgebliche Beteiligung an der Calcium-Homdoostase (Oxenoid et al., 2016) zugeschrieben.

Untersuchungen von Mitochondrien aus Plazentagewebe konnten Stérungen dieser
mitochondrialen Funktionen im Zusammenhang mit PE darlegen (Smith et al., 2021). Die
Dysfunktionen dufern sich zum Beispiel in morphologischen Abweichungen wie
mitochondrialer Schwellung und veranderter Struktur der Cristae (Salgado & Salgado, 2011)
oder durch Veranderungen im mitochondrialen Stoffwechsel mit verminderter Effizienz der
Atmungskette und Abnahme der ATP-Produktion (Beyramzadeh et al., 2017; Matsubara et
al., 1997; Zhou et al., 2017). Auch eine verstarkte mitochondriale Permeabilitat mit erhohter
Anfélligkeit flr Apoptose wurde in plazentaren Zellen bereits beobachtet (Vishnyakova et
al., 2016). Weitere Forschungsergebnisse legen dartiber hinaus nahe, dass die mitochondriale
Dysfunktion bei PE nicht nur auf die Plazenta beschrénkt ist: VVaka et al. konnten in einem
Tiermodell zeigen, dass eine Verminderung des uterinen Perfusionsdrucks neben der
Plazenta auch in Nierengewebe zu verminderter Aktivitat der Atmungskette und vermehrter
Produktion von mitochondrialen ROS fiihrt (Vaka et al., 2018). Auch in peripheren
Thrombozyten konnten kirzlich Abweichungen der Atmungsfunktion nachgewiesen werden
(Bina et al., 2022; Malinow et al., 2018) (vgl. Abschnitt 1.2.3).



1.1.6 Screening, Diagnostik und Therapie

Bislang existiert kein Test, der als alleiniger Parameter eine sichere Friiherkennung der PE
ermoglicht (Kuc et al, 2011). Zur Risikoevaluation stehen je nach
Schwangerschaftstrimenon Kombinationen aus mdtterlicher Anamnese, Erhebung bekannter
Risikofaktoren, Bestimmung biochemischer und angiogener Marker wie PAPP-A, PIGF und
sFIt-1 sowie die dopplersonographische Untersuchung der Arteriae uterinae und regelméfige
Erhebungen von Blutdruck und Urinstatus zur Verfligung (Cnossen et al., 2008; DGGG,
2019; Kuc et al., 2011; Levine et al., 2004; O'Gorman et al., 2016; Wright et al., 2012). Der
sFIt-1/PIGF-Quotient bietet dabei insbesondere einen hohen negativen Voraussagewert:
Zeisler et al. konnten in der PROGNOSIS-Studie zeigen, dass ein Quotient von < 38 das
Auftreten einer PE innerhalb einer Risikokohorte in der Folgewoche nahezu ausschlief3t
(negativer pradiktiver Wert 99,3%) (Zeisler et al., 2016).

Die weitergehende Diagnostik der PE beinhaltet neben Blutdruck- und Urinuntersuchungen
die Bestimmung der unter 1.1 genannten Laborwerte und die Evaluation des fetalen Zustands
mittels Kardiotokographie und Sonographie (DGGG, 2019). Fiur die Beurteilung von
Erkrankungsschwere und Verlauf werden neben den klinischen und laborchemischen
Kriterien nach ACOG (vgl. 1.1) derzeit zahlreiche weitere Marker wie AFP, hCG (Taché et
al., 2014), MPV (Reddy & Rajendra Prasad, 2019), Fibrinogen, LDH (Duan et al., 2020) und
SERPINAL1 (Starodubtseva et al., 2020) in Blut und Urin untersucht und diskutiert .

Therapeutisch kann bei manifester PE die Gabe von Antihypertensiva und Magnesiumsulfat
vor allem bei schwerer Hypertonie die maternale Komplikationsrate senken (Coetzee et al.,
1998; Martin et al., 2005; Schlembach et al., 2015). Die einzige kausale
Behandlungsmdglichkeit der PE besteht allerdings nach wie vor in der Entbindung
(Nirupama et al., 2021).



1.2 Thrombozyten

1.2.1 Allgemeine Zelleigenschaften

Thrombozyten sind mit einem Durchmesser von 2-5 pm die kleinsten Blutzellen des
Menschen (Gremmel et al., 2016). Sie werden durch Abschniirung von Megakaryozyten
freigesetzt, besitzen natirlicherweise keinen Zellkern und zirkulieren mit einer kurzen
Lebensdauer von 7-10 Tagen im Blut (Thon & Italiano, 2012; Wright, 1906). Die zentrale
Bedeutung der Thrombozyten fir Hamostase und Thrombosierung ist bereits seit dem 19.
Jahrhundert bekannt (Bizzozero, 1882). Die thrombozytare Blutstillung beinhaltet dabei
klassischerweise die Adhésion der Zellen an der GefaBwand, ihre Aktivierung und die
Aggregation mehrerer Thrombozyten (Blockmans et al., 1995). Im Rahmen der Aktivierung
verandern die Zellen unter VergroRerung ihrer Oberflache die Form und setzen wichtige
hamostaseférdernde Faktoren aus intrazellularen Granula frei. Die Entleerung der Granula
geht mit einer Verlagerung von P-Selectin auf die Zelloberflache einher (Rubenstein & Yin,
2018; Stenberg et al., 1985). Uber die Blutstillung hinaus konnten zwischenzeitlich viele
weitere Funktionen von Thrombozyten in physiologischen und pathologischen Prozessen
entdeckt werden. So weild man heute, dass sie auch in der Vermittlung von inflammatorischen
Prozessen eine wichtige Rolle spielen (Elzey et al., 2003; Jurk & Kehrel, 2008; Lindemann
et al., 2007) und auRBerdem an der Abwehr gegen Pathogene (Fitzgerald et al., 2006), an der
Atherogenese (Gawaz, 2006; Lindemann et al., 2007) sowie an Tumorwachstum und
Metastasierung beteiligt sind (Gay & Felding-Habermann, 2011).



1.2.2 Thrombozytopenie in der Schwangerschaft

Eine Thrombozytopenie liegt grundsatzlich bei Thrombozytenzahlen unter 150.000/ul vor
und betrifft bis zu 11% der Frauen in der Schwangerschaft (Boehlen et al., 1999). In etwa
75% der Falle handelt es sich bei einem schwangerschaftsassoziierten Abfall der
Thrombozyten um eine harmlose Gestationsthrombozytopenie. lhre Ursache wird in der
Verdinnung des Blutes durch das wahrend der Schwangerschaft physiologisch erhdhte
Plasmavolumen und in einem erhohten Umsatz an Thrombozyten vermutet (Subtil et al.,
2020; Valera et al., 2010). Eine niedrige Thrombozytenzahl kann aber auch mit klinisch
relevanten Grunderkrankungen in Verbindung stehen und kommt dabei mit etwa 20% am
haufigsten in Assoziation mit der PE und ihrer schweren Form des HELLP-Syndroms vor
(Bergmann & Rath, 2015; Salnlo et al., 2000). Die Ursache fur den Abfall der
Thrombozytenzahl bei der PE ist noch nicht vollstandig geklart. Bisher wird insbesondere
ein erhohter Verbrauch von Thrombozyten im Rahmen einer mit der PE einhergehenden

thrombotischen Mikroangiopathie angenommen (Jodkowska et al., 2015; Subtil et al., 2020).

1.2.3 Thrombozyten in der Praeklampsieforschung

Thrombozyten liefern mit der Thrombozytopenie einen eigenstandigen Parameter fuir sowohl
Diagnosestellung als auch Schweregradeinteilung der PE und spielen damit eine bedeutende
Rolle fiir das Krankheitsbild (ACOG Practice Bulletin, 2020; Brown et al., 2018). In der
Forschung zu Thrombozyten bei PE wurde bisher besonders der Frage nach einem
verédnderten Aktivierungsniveau nachgegangen. Jakobsen et al. fassen in ihrem
systematischen Review aus 2019 eine Vielzahl von untersuchten Aktivitdtsmarkern
zusammen, die in Summe auf ein erhohtes Mall an Thrombozytenaktivierung bei PE
hinweisen. Insbesondere das mittlere Thrombozytenvolumen (MPV) zeigte sich in einer
Metaanalyse aus zwolIf Studien bei PE-Erkrankten signifikant erhéht (Jakobsen et al., 2019).
Auch eine vermehrte Oberflachenexpression von P-Selectin konnte bei Frauen mit PE im
Vergleich zu gesunden Schwangeren festgestellt werden (Harlow et al., 2002; Holthe et al.,
2004; Konijnenberg et al., 1997; Yoneyama et al., 2001).

Wenige andere Studien beschéftigen sich mit Stoffwechselvorgéngen in Thrombozyten bei

PE und zeigen zum Beispiel einen veranderten Calcium-Metabolismus mit erhohter
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Sensitivitat gegenuber Vasopressoren (Zemel et al., 1990) oder Veranderungen im L-
Arginin/Stickstoffmonoxid-Stoffwechsel (Pimentel et al., 2013). Bina et al. und Malinow et
al. untersuchten Verdnderungen der mitochondrialen Atmungsfunktion in peripheren
Thrombozyten bei Patientinnen mit PE. In beiden Studien findet sich eine Veradnderung des
mitochondrialen Sauerstoffverbrauchs bei PE-Patientinnen im Vergleich zu gesunden
Schwangeren. Die Ergebnisse unterscheiden sich allerdings dahingehend, ob der
Sauerstoffverbrauch bei Patientinnen mit PE im Vergleich zur Kontrollgruppe vermindert
(Bina et al., 2022) oder erhoht ist (Malinow et al., 2018).

Eine Arbeit von Major et al. zeigt darliber hinaus die Beteiligung von Thrombozyten an der
Produktion von sFlt-1 tiber die Bildung von Monozyten-Thrombozyten-Aggregaten (Major
etal., 2014).

1.2.4 Thrombozytenapoptose

Der Begriff Apoptose wurde erstmals 1972 von Kerr, Wyllie und Currie eingefiihrt und steht
flir eine kontrollierte, durch Signalwege gesteuerte Form des Zelltods. Als ,,Gegenspielerin‘
der Mitose spielt die Apoptose eine entscheidende Rolle in der Regulierung von
Zellpopulationen (Kerr et al., 1972). Der Prozess ist fir kernhaltige Zellen gut ergriindet und
kann hauptséchlich auf zwei Wegen eingeleitet werden: Dem extrinsischen oder intrinsischen
Weg (Igney & Krammer, 2002). Abbildung 1.2 zeigt eine vereinfachte schematische
Darstellung dieser Apoptosewege. An der Auslosung der Apoptose ist auf beiden Wegen
maligeblich eine Gruppe von intrazellular vorkommenden Cysteinproteasen, genannt
Caspasen, beteiligt (Nicholson & Thornberry, 1997). Man unterscheidet zwischen den

Initiatorcaspasen und den durch sie aktivierten Effektorcaspasen (Cohen, 1997).

Der extrinsische Weg beginnt mit der Bindung von Liganden an Todesrezeptoren in der
Zellmembran. Der sich daraufhin bildende Zelltod-induzierende Multienzymkomplex
,,DISC* (,,death-inducing signaling complex*) fihrt zur Aktivierung von Inititatorcaspasen
(Kischkel et al., 1995; Yang, 2015).

Auf dem intrinsischen Weg fiihren Zellschaden oder zytotoxische Einflusse zur Freisetzung
von proapoptotischen Proteinen wie Cytochrom C aus den Mitochondrien ins Zytosol. Die

Freisetzung der proapoptotischen Proteine erfordert eine erhdhte Permeabilitat der dulReren
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Mitochondrienmembran. Die Steigerung dieser Permeabilitat kann ausgeldst werden tber
das Offnen der mitochondrialen Permeabilitats-Transitions-Pore (mPTP) mit konsekutiver
Depolarisation der mitochondrialen Membran und durch einen Uberschuss an
proapoptotischen (vor allem Bax und Bak) gegeniiber antiapoptotischen (vor allem Bcl-2 und
Bcl-xL) Proteinen der Bcl-2-Familie (Castedo et al., 1996; Green & Reed, 1998; Kroemer et
al., 2007; Ly et al., 2003; Riley et al., 2018; Tsujimoto & Shimizu, 2000). Im Zytosol folgt
durch die Zusammenlagerung von Cytochrom C, dem Apoptose-auslésenden Faktor 1
(Apafl) und einer Procaspase die Bildung des Apoptosoms und schliel3lich die Aktivierung
der Procaspase zur Initiatorcaspase (Chinnaiyan, 1999).

Die Initiatorcaspasen beider Wege fuhren nun zur Aktivierung von Effektorcaspasen und
leiten damit den gemeinsamen, ausfiihrenden Pfad der Apoptose ein. Die Zellen erfahren in
der Folge festgelegte morphologische Verénderungen. Dazu gehdren das Schrumpfen und
die Fragmentierung des Zellkerns, die Destruktion des Zytoskeletts, das Lésen der Zelle aus
dem Zellverband und der Zerfall in apoptotische Partikel (Slee et al., 2001). Am Ende des
Prozesses steht die Phagozytose der apoptotischen Zelle, die durch die Expression von
Phosphatidylserin (PS) auf der Zelloberflache als Signal fiir Makrophagen vermittelt wird
(Martin et al., 1995).

Lange wurde davon ausgegangen, dass der Zelltod durch Apoptose kernhaltigen Zellen
vorbehalten ist. Im Jahr 1997 konnten VVanags und Kollegen erstmals darlegen, dass auch die
physiologischerweise kernlosen Thrombozyten in der Lage sind, Apoptose zu durchlaufen
(Vanags et al., 1997). Seitdem wurde die Apoptose in Thrombozyten in einer Vielzahl von
Studien untersucht, indem sie beispielweise durch chemische Stimuli, ein hohes AusmaR an
Scherkréften oder das Altern der Zellen in vivo oder in vitro ausgeldst wurde. Dabei konnte
eine Reihe von Schlisselbestandteilen des oben beschriebenen intrinsischen Apoptosewegs
beobachtet werden: Unter anderem die Depolarisation der mitochondrialen Membran, die
Bildung der mPTP, die Aktivierung von proapoptotischen Mitgliedern der Bcl-2-Familie, die
Freisetzung von Cytochrom C ins Zytosol, die Aktivierung der Caspasen 9 und 3 und die
Expression von PS auf der Zelloberflache (Gyulkhandanyan et al., 2014; Leytin, 2012; Leytin
etal., 2009; Leytin et al., 2006; Leytin et al., 2004; Leytin & Freedman, 2003; Li et al., 2000).
Der Einbruch des Mmps gilt dabei als wesentliches Merkmal apoptotischer Zellen und hat

sich als wichtiger Marker fur die Thrombozytenapoptose etabliert (Gyulkhandanyan et al.,
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2012). Obwohl viele der genannten Apoptosereize in Thrombozyten auch zu einer
Aktivierung der Zellen fihren konnen, konnte dargelegt werden, dass Apoptose und
Aktivierung verschiedene Prozesse sind, die sich unabhdngig voneinander auslésen lassen
(Gyulkhandanyan et al., 2013; Leytin et al., 2008).

Eine entscheidende Funktion der Apoptose in Thrombozyten findet sich in der gezielten
Regulation ihrer Lebensspanne (Mason et al., 2007). Damit hat sich auch die Sicht auf die
Thrombozytopenie veréndert, die in Erkrankungen wie der Sepsis mit einer kritischen
Prognose assoziiert ist (Vandijck et al., 2010): Es liegt nahe, dass es sich dabei nicht um
einen zufalligen Prozess handelt, sondern dass Apoptosemechanismen an der Abnahme der
Thrombozytenzellzahl beteiligt sind (Kile, 2009; Mason et al., 2007; Vandijck et al., 2010).
Kramer, Grundler und Yamakawa haben mit ihren Gruppen in wichtigen Vorarbeiten zeigen
kdnnen, dass der intrinsische Apoptoseweg in Thrombozyten im Rahmen der Sepsis aktiviert
werden kann (Kraemer et al., 2012) und dass die Abnahme des mitochondrialen
Membranpotenzials mit der Schwere der Erkrankung (Grundler et al., 2014; Yamakawa et
al., 2013) und dem klinischen Verlauf bei Patient*innen mit Sepsis korreliert (Grundler et
al., 2014).
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Abbildung 1.1: Vereinfachte schematische Darstellung des extrinsischen und intrinsischen

Apoptosewegs.

Auf dem extrinsischen Weg fiihrt die Bindung von Liganden an Todesrezeptoren in der Zellmembran
zur Zusammenlagerung des Zelltod-induzierenden Multienzymkomplexes ,,DISC*. In der Folge
werden die Initiatorcaspasen 8 und 10 aktiviert, die ihrerseits die Effektorcaspasen 3, 6 und 7
aktivieren. Die Caspasen 8 und 10 kénnen zudem den Apoptosevorgang verstarken, indem sie das
Protein BID zu tBID spalten und damit zusétzlich den intrinsischen Weg aktivieren. Der intrinsische
Weg wird durch Signale im Zellinneren ausgeldst. Durch die Bildung einer mitochondrialen
Permeabilitats-Transitions-Pore  (mPTP) und/oder die erhéhte Permeabilitdit der duReren
Mitochondrienmembran (mitochondrial outer membrane permeabilisation, ,,MOMP*), die durch
Mitglieder der Bcl-2-Familie reguliert wird, kdnnen proapoptotische Proteine wie Cytochrom C aus
den Mitochondrien ins Zytosol austreten. Die Bildung des Apoptosoms aus Cytochrom C, Procaspase
9 und Apoptose-induzierendem Faktor 1 (Apaf-1) fihrt zur Aktiverung der Initiatorcaspase 9, welche
wiederum die Effektorcaspasen 3, 6 und 7 aktiviert. Die Effektorcaspasen setzen durch den Abbau
von Proteinen die zellularen Apoptosevorgénge in Gang.

Abbildung adaptiert von ,,Apoptosis Extrinsic and Intrinsic Pathways“ von BioRender.com (2022). Erstellt auf

https://app.biorender.com/biorender-templates.
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2 Zielsetzung der Arbeit

Bis heute sind die genauen pathophysiologischen VVorgange bei der Praeklampsie (PE) nur
unzureichend geklart — darunter auch der Mechanismus, der zur Thrombozytopenie flhrt.
Thrombozyten sind in vivo dem Krankheitsmilieu direkt ausgesetzt. Durch die
Thrombozytopenie als Auspragungsmerkmal und durch die mdgliche Beteiligung an der
Pathophysiologie (ber die Bildung von sFlt-1 sind sie vermutlich maRgeblich in das
Krankheitsbild der PE involviert. Dies macht sie zu interessanten Forschungsobjekten auf
der Suche nach neuen Markern und Erkenntnissen auf dem Weg zu einem besseren
Verstandnis der Krankheitsentstehung.

Fur die Sepsis — eine weitere Erkrankung, die h&dufig mit Thrombozytopenien einhergeht —
konnte bereits gezeigt werden, dass die Depolarisation der mitochondrialen Membran in
Thrombozyten mit Schwere und Prognose der Erkrankung korreliert. In Thrombozyten von
Frauen mit PE wurden bisher einige Studien zu Aktivitdtsmarkern und
Stoffwechselvorgéngen durchgefuhrt. Das mitochondriale Membranpotenzial (Mmp) in
lebenden Thrombozyten ist bei Patientinnen mit PE zuvor allerdings noch nicht untersucht

worden.

Ziel dieser Arbeit ist es, zu untersuchen, ob in den Thrombozyten von Patientinnen mit PE
im direkten Vergleich zu gesunden schwangeren Frauen Veranderungen im Mmp vorliegen,
ob ein Zusammenhang mit der Schwere der Erkrankung besteht und ob sich der Parameter

zu einem zweiten Messzeitpunkt nach der Entbindung verandert.

In der Arbeit soll weiterhin diskutiert werden, wie die Veradnderungen im Mmp zum
pathophysiologischen Verstandnis der PE beitragen kénnen und wie sich das Mmp als
thrombozytenbasierter Marker fir die Krankheitsaktivitat in Patientinnen mit PE eignen

kdnnte.
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3 Materialien und Methoden

3.1 Studienpopulation

In die Studie wurden 15 Patientinnen mit der Diagnose Praeklampsie (PE) gemal ACOG-
Kriterien eingeschlossen (vgl. Abschnitt 1.2.1). Eine Untergruppe von finf Frauen litt dabei
an schwerer PE. In Abweichung von den ACOG-Kriterien wurde die Erkrankung erst dann
als schwere PE eingestuft, wenn mindestens zwei schwerwiegende Merkmale nach ACOG
vorhanden waren. Zu diesen Merkmalen zdhlen: Blutdruckwerte >160 mmHg systolisch
oder >110 mmHg diastolisch, Thrombozytopenie <2100.000/ul, neu aufgetretene
Niereninsuffizienz oder Leberfunktionsstorung, Lungenddem und neurologische Stérungen
(ACOG Practice Bulletin, 2020; Ives et al., 2020).

Die Kontrollgruppen bildeten gesunde nicht-schwangere Probandinnen im gebarfahigen
Alter (n=15) und gesunde schwangere Probandinnen ohne Anzeichen einer hypertensiven
Schwangerschaftserkrankung (n=30, je 15 Personen als Kontrolle fur die pra- und
postpartale Messung der PE-Patientinnen). Als separate Gruppe wurden sechs Patientinnen
mit isolierter Gestationshypertonie (GH) rekrutiert, die keine weiteren Anzeichen einer PE

aufwiesen.

Ausschlusskriterien stellten die Einnahme von Medikamenten mit antiaggregatorischer oder
anderweitiger Wirkung auf die Thrombozytenfunktion zum Zeitpunkt der Blutentnahme dar.
Auch Frauen mit vorbestehenden Thrombozytenstérungen, Diabetes, Nierenerkrankungen,
Zeichen einer Infektion oder vorbestehender Erkrankung von Leber oder Knochenmark

wurden von der Studie ausgeschlossen.

Alle Probandinnen wurden zwischen 2020 und 2021 in der Klinik und Poliklinik flr
Frauenheilkunde des Klinikums rechts der Isar in die Studie eingeschlossen.
Eine schriftliche Einwilligung nach Aufklarung wurde von allen Patientinnen eingeholt. Ein
entsprechendes Ethikvotum der Ethikkommission der Technischen Universitat Minchen lag
vor (Aktenzeichen 104/20S-KH).
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3.2 Materialien

3.2.1 Blutproben

Den Probandinnen wurden je 20 ml Blut in Citratmonovetten fiir die Thrombozytenisolation
sowie 2,7 ml Blut in EDTA-Monovetten fur die Bestimmung der Thrombozytenzahl
abgenommen. Von den 15 Patientinnen mit Diagnose PE wurden sowohl vor als auch nach
der Entbindung Blutproben abgenommen und untersucht. Die weiteren Blutproben stammten
von 30 gesunden schwangeren Kontrollprobandinnen, 15 nicht-schwangeren
Kontrollprobandinnen sowie sechs Schwangeren mit der Diagnose einer isolierten

Gestationshypertonie (GH).



3.2.2 Chemikalien

Tabelle 3.1: Verwendete Chemikalien
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Chemikalie

Firma

Calcium-lonophor A23187

Dimethylsulfoxid (DMSQO)

Dulbecco’s phosphatgepufferte Salzlosung (DPBS)
FACSFlow Hullflussigkeit
Fluoresceinisothiocyanat (FITC) - Annexin V-
Assay-Kit

MitoPT JC-1 Reagenz

Radio-Immunprazipitationsassay (RIPA) - Puffer

Prostaglandin E1 (PGE1)

Sigma-Aldrich/Merck, Darmstadt,
Deutschland

Sigma, St. Louis, MN, USA

Life Technologies, Carlsbad, CA,
USA

Becton Dickinson, Franklin Lakes,
NJ, USA

Becton Dickinson, Franklin Lakes,
NJ, USA

ImmunoChemistry Technologies,
Bloomington, MN, USA

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA

Santa Cruz Biotechnology, Dallas,
TX, USA




3.2.1 Laborzubehor

Tabelle 3.2: Verwendetes Laborzubehor
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Zubehor

Firma

Injekt Solo sterile Spritzen
Kunststoff-Transferpipetten
Minisart sterile Filter 0.1/0.2 um
Multifly Kanulen

Pipetten

Pipettenspitzen

Polystyrol Réhrchen
Reaktionsgefille ,,Eppendorfgefal3
Reaktionsgefal3e ,,Falcon*
Serologische Pipetten

Sterican Kanilen

S-Monovetten Citrat, 10 ml
S-Monovetten EDTA, 2,7 ml

B.Braun SE, Melsungen, Deutschland
Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
Sartorius AG, Gottingen, Deutschland
Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
Eppendorf SE, Hamburg, Deutschland
Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
Greiner bio-one, Kremsmiinster, Austria
Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
Greiner bio-one, Kremsmiinster, Austria
Greiner bio-one, Kremsmiinster, Austria
B.Braun SE, Melsungen, Deutschland
Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland
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3.2.2 Antikorper

Tabelle 3.3: Verwendete Antikorper

Antikorper Isotyp Reaktivitat Farbung Klon Firma,
Katalognummer

CD62P Maus Human Phycoerythrin  AK-4 Becton
BALB/c (PCE) Dickinson,
1gG1, x #555524
IgG Isotyp Maus n. z. PCE MOPC- Becton
1gG1, « 21 Dickinson,
#555749
3.2.3 Puffer

Tabelle 3.4: Eigens hergestellte Puffer

Puffer Zusammensetzung
Thrombozytenpuffer (pH 7,35) 138 mM NaCl
2,7 mM KCI

12 mM NaHCO3

0,4 mM NaH2POq4

1 mM MgCl2 x 6 H.0O
5 mM D-Glucose

5 mM Hepes




3.2.4 Gerate

Tabelle 3.5: Benutzte Geréte
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Gerat Verwendung Firma

FACS Calibur FACS Becton Dickinson, Franklin
Lakes, NJ, USA

Herasafe Werkbank Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA

IKA MAG REO Magnetrihrer IKA Labortechnik, Staufen,
Deutschland

pH-Meter Lab 850 pH-Meter Schott, Mainz, Deutschland

Rotina 48 R Zentrifuge Hettich Zentrifugen, Tuttlingen,
Deutschland

Sartorius basic Waage Sartorius AG, Gottingen,
Deutschland

Sartorius BP 1200 Waage Sartorius AG, Gottingen,

Vortex Genie 2™

Zentrifuge 4K15C

Vortex-Schiittler

Zentrifuge

Deutschland

Bender & Hobein AG, Ziirich,
Schweiz

Sigma Laborzentrifugen GmbH,
Osterode am Harz, Deutschland
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3.3 Blutentnahme

Fur die Thrombozytenisolation wurde den Probandinnen Blut in 10 ml-Citrat-Monovetten
abgenommen. Die Blutentnahmen wurden ausschliellich mit Multifly-Kanilen
durchgefuhrt. Um unerwiinschte Effekte auf die Thrombozyten durch eine zu lange
Stauungszeit zu vermeiden, wurde stets darauf geachtet, den Venenstauschlauch erst
unmittelbar vor der Venenpunktion anzubringen und sofort nach Punktion des Blutgefélies
noch vor dem Beflllen der Blutréhrchen wieder zu 16sen. Der Stempel der Citrat-Monovetten
wurde anschliefend langsam und kontinuierlich zurtickgezogen, um die Réhrchen ohne zu
grofRen Unterdruck schonend zu befillen. Nach vorsichtigem Schwenken der befillten
Monovetten wurden die Blutproben ohne weitere Zwischenlagerung und vor Kalte geschitzt
umgehend zur Weiterverarbeitung ins Labor gebracht. Die Proben der schwangeren und
nicht-schwangeren Kontrollpersonen wurden zeitgleich zu den Proben der PE-Probandinnen

abgenommen.

3.4 Thrombozytenisolation

Die Isolation der Thrombozyten erfolgte wie bereits vorbeschrieben (Grundler et al., 2014;
Kraemer et al., 2012): Zunachst wurde den Probandinnen und Kontrollpersonen vendses Blut
in 10 ml Citratmonovetten abgenommen. Die Blutproben wurden anschlieRend umgehend in
einer ungekihlten Zentrifuge bei 340 RCF (Beschleunigung 9/ Bremse 0) fur 15 Minuten
zentrifugiert. Wahrenddessen wurden in je einem 50 ml Falcon-Réhrchen pro Probandin

15 ml Thrombozytenpuffer (s. Tabelle 3.3) im Wasserbad bei 37°C vorgewarmt.

Nach Ende der Zentrifugation wurde das sich oben absetzende, plattchenreiche Plasma (PRP)
mit  Kunststoff-Transferpipetten  vorsichtig abgenommen. Hierbei wurde ein
Sicherheitsabstand von mindestens 0,5 cm zu den festen Blutbestandteilen eingehalten. Das
Plasma wurde dann in die vorbereiteten Falcon-Rohrchen transferiert und das
Gesamtvolumen mit weiterem vorgewarmtem Thrombozytenpuffer auf je 30 ml pro
Réhrchen aufgefilit. Prostaglandin E1 (1 uM) wurde vor Zentrifugation hinzugefiigt und die
Rohrchen anschlielend vorsichtig geschwenkt. Prostaglandin E1 diente zur Verhinderung
einer Thrombozytenaktivierung wahrend des zweiten Zentrifugationsschritts (Braune et al.,
2020).
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Im néchsten Schritt erfolgte eine erneute Zentrifugation in ungekuhlter Zentrifuge bei
600 RCF (Beschleunigung 9/ Bremse 5). Dabei bildete sich am Boden jedes Falcon-
Rohrchens ein Thrombozytenpellet. Die Uberstande tber diesen Pellets wurden abgekippt
und die Thrombozyten darauthin in vorgewdrmtem Thrombozytenpuffer vorsichtig

resuspendiert.

3.5 Farbung mit JC-1

Mitochondrien besitzen eine Doppelmembran mit einem inneren und einem daulReren Anteil.
Uber der mitochondrialen Innenmembran entsteht durch den von der Atmungskette
angetriebenen Transport von Protonen aus der Matrix in den Membranzwischenraum ein
Spannungsgradient, das mitochondriale Membranpotenzial (Mmp). Daraus resultiert auf der
Innenseite der Innenmembran eine negative und auf der Aulienseite eine positive Ladung
(Chen, 1988; Mitchell, 1966).

Bei JC-1 (5,5°,6,6’-tetrachloro-1,1,3,3’-tetraethylbenzimidazolcarbocyanid) handelt es sich
um einen fluoreszierenden Carbozyanin-Farbstoff, der es ermdglicht, Verdnderungen in
diesem Membranpotenzial sichtbar zu machen (Reers et al., 1991). Der hydrophobe,
kationische Farbstoff ist dazu in der Lage, Membranen zu passieren. Aufgrund seiner
delokalisierten positiven Ladung sammelt er sich im Inneren der Zelle insbesondere in
negativ geladenen Bereichen an. So diffundiert JC-1 entlang des mitochondrialen
Membranpotenzials (Mmp) in die Mitochondrienmatrix und akkumuliert dort (Ehrenberg et
al., 1988). Zu den besonderen Eigenschaften des Farbstoffes gehoért, dass er je nach
Konzentration entweder in seiner monomeren Form oder als sogenannte J-Aggregate
aneinandergelagert vorliegen kann (Jelley, 1937). Diese beiden Formen unterscheiden sich
in ihrem Emissionsspektrum: Wird JC-1 durch einen Laser mit einer Intensitat um 490 nm
angeregt, fluoresziert die monomere Form mit einem Maximum bei 527 nm Wellenlange im
grinen Spektrum. J-Aggregate, die sich bilden, wenn der Farbstoff in hoher Konzentration
vorliegt, zeigen hingegen einen deutlichen Shift der maximalen Fluoreszenz in den orange-

roten Bereich zu 590 nm (Cossarizza et al., 1993; Smiley et al., 1991).

Die beschriebenen Verhéltnisse fihren dazu, dass sich JC-1 nach dem Anfarben von Zellen

mit stabilem Mmp zum einen als Monomer im Zytosol und zum anderen in Aggregatform
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im Inneren der Mitochondrien ansammelt. Diese Zellen fluoreszieren bei Anregung daher
sowohl intensiv grin als auch orange-rot. Wenn die mitochondriale Membran nun
depolarisiert und die Innenseite im Vergleich zur Aullenseite an negativer Ladung verliert,
wandert weniger JC-1 in die Mitochondrien. In der Konsequenz verbleibt mehr Farbstoff in
seiner monomeren Form im Zytosol und die Zellen verlieren anteilig orange-rote Fluoreszenz
(Mathur et al., 2000).

Fur die Farbung der Thrombozyten mit JC-1 gemaR Herstellerangaben (Immunochemistry
Technologies, Bloomington, MN, USA) wurde der Inhalt des Reagenzes fur 400 Tests initial
mit 1 ml DMSO aufbereitet und somit eine 200X Stock Ldsung hergestellt. Diese wurde in
10 pl umfassende  Anteile  aliquotiert  und bei ~ —20°C  eingefroren.
Unmittelbar vor Verwendung wurde der Farbstoff im Dunkeln portionsweise aufgetaut und

auf 4X verdinnt, indem 490 pl PBS zu 10 pl 200X Stock Farbldsung zugegeben wurden.

Fur jede Patientin mit PE, sowie fir jede schwangere und nicht-schwangere
Kontrollprobandin wurden Thrombozytenfarbungen in dreifacher Ausfiihrung angesetzt.
Hierfir wurden je 50 pl der 4X JC-1 Lo6sung in ein FACS-Ro6hrchen mit 150 pl der
jeweiligen Thrombozytensuspension (siehe 3.4) gegeben. Zur Qualitdtskontrolle der
Methode wurden auBerdem Negativ- sowie Positivkontrollen erstellt. Fur die
Negativkontrollen wurden in 150 pl Zellsuspension anstelle des Farbstoffs lediglich 50 pl
Thrombozytenpuffer pipettiert. Zur Erstellung der Positivkontrollen wurden die
Thrombozyten finf Minuten vor Farbung mit 100 mikromolarem Calcium-lonophor
(A23187) versetzt, was zu einer raschen Depolarisation des mitochondrialen
Membranpotenzials fiihrt (Binet & Volfin, 1975). Tabelle 3.6 zeigt eine Ubersicht aller
Ansétze fir eine PE-Patientin und ihre Kontrollgruppen. Zur VVorbereitung der Studie wurde
die Methodik in Anlehnung an Vorarbeiten (Grundler et al., 2014) fiir die Diagnostik bei
Patientinnen mit Préeklampsie und Schwangeren etabliert und angepasst.

Nach der Zugabe von JC-1 zur Thrombozytensuspension folgte eine 20-minitige
Inkubationszeit bei Raumtemperatur im Dunkeln. Da eine erneute Zentrifugation der Zellen
in Testdurchldufen zu erhéhten Apoptose- und Aktivierungsraten flihrte, wurde dieser Schritt

nach Ablauf der Inkubationszeit durch die Zugabe von je 2 ml Thrombozytenpuffer in jedes
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FACS-R06hrchen ersetzt. Die Messung im Durchflusszytometer erfolgte stets nach weiteren

40 Minuten Zwischenlagerung bei Raumtemperatur im Dunkeln.

3.6 Farbung mit Phycoerythrin-gekoppeltem P-Selectin-Antikorper

Bei P-Selectin (CD62P) handelt es sich um ein etwa 140 kDa groRes Transmembranprotein
in Thrombozyten. In nicht aktivierten Zellen befindet es sich hauptséchlich innerhalb der
Membranen der a-Granula. Ihr Inhalt wird bei Aktivierung der Thrombozyten freigesetzt.
Dabei fusioniert die Granula-Membran mit der Zellmembran und CD62P wird an die
Zelloberflache verlagert (Stenberg et al., 1985).

Fur diese Arbeit wurde mit einem Phycoerythrin (PCE) - gekoppelten Maus anti-Human 1gG-
Antikorper gegen CD62P gearbeitet. Fur jede Probe mit 100 pul Thrombozytensuspension
wurden dafur gemal Herstellerangaben (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) 20 ul
unverdinntes Anti-CD62P-Reagenz verwendet. Nach einer 30-min(tigen Inkubationszeit
bei Raumtemperatur im Dunkeln wurden in jedes Probenréhrchen 200 pl
Thrombozytenpuffer zugegeben und alles anschliefend fur 10 Minuten bei 450 RCF
(Beschleunigung 9/ Bremse 5) zentrifugiert. Nach Abkippen des Uberstandes erfolgte eine
Resuspension in 500 pl PBS.

Auch diese Farbung wurde fiir jede erkrankte Probandin zusatzlich an Thrombozyten einer

gesunden schwangeren sowie einer nicht-schwangeren Kontrollprobandin durchgefiihrt.

Um die Zuverléssigkeit der Antikorperfarbung zu Uberprifen, wurde erneut fiir jeden
Durchlauf des Experiments eine Positiv- sowie eine Negativkontrolle gemessen (vergleiche
Tabelle 3.6). Fir die Positivkontrolle wurden 90ul Thrombozytensuspension vor der
Farbung mit 10 pl Calcium-lonophor (A23187) aktiviert (Binet & Volfin, 1975). Um eine
Negativkontrolle zu erhalten, wurde anstelle des CD62P-Antikdrpers eine PCE-gekoppelte
Maus IgG Isotyp-Kontrolle (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) verwendet.
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3.7 Farbung mit FITC-konjugiertem Annexin V

Biologische Membranen bestehen hauptsachlich aus Phospholipiden, die sich zu einer
Phospholipid-Doppelschicht anordnen (Bretscher & Raff, 1975). Zu ihnen zahlt
Phosphatidylserin (PS), welches sich im Normalfall allerdings nur in der inneren
Lipidschicht befindet. Es konnte gezeigt werden, dass PS im Rahmen der Apoptose von der
inneren in die duBere Membranschicht diffundiert und damit einen entscheidenden Marker
dieses programmierten Zelltods darstellt (Martin et al., 1995). Bei Annexin V handelt es sich
um ein calciumabhangiges Phospholipid-bindendes Protein. Es bindet besonders stark an PS
und kann durch Konjugation mit FITC in der Durchflusszytometrie messbar gemacht werden
(Zhang et al., 1997).

Fur die Farbung mit FITC-konjugiertem Annexin V wurden jeweils 50 pul
Thrombozytensuspension einer Probandin der PE-Gruppe, sowie einer gesunden
Schwangeren und einer nicht-schwangeren Kontrollperson mit je 50 ul 1X Annexin V
Bindungspuffer (siehe Tabelle 3.3) vermengt. Daraufhin wurden den Herstellerangaben
folgend (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) 5 ul FITC Annexin V hinzugefugt.
Die Inkubationszeit betrug 15 Minuten bei Raumtemperatur, anschliefend wurden in jedes
Rohrchen weitere 400 pl Bindungspuffer zugegeben.

Eine Positivkontrolle wurde durch vorherige Aktivierung der Thrombozyten mit 5 pul
100 mikromolarem Calcium-lonophor (A23187) durchgefihrt. Fir die Negativkontrolle
wurde auf die Farbung mit FITC - Annexin V verzichtet und lediglich Bindungspuffer zur

Thrombozytensuspension gegeben.



Tabelle 3.6: Ubersicht tiber die Ansatze fiir eine Patientin und ihre Kontrollgruppen.

Blau = Negativkontrollen, rot = Positivkontrollen

26

Farbung Fallgruppe Kontrollgruppe Kontrollgruppe
schwanger nicht-
schwanger
JC-1 Ungeféarbt Ungefarbt Ungeféarbt
3 x gefarbt 3 x gefarbt 3 x gefarbt
Calcium-lonophor +
JC-1
PCE-CD62P- 19G-Isotyp
Antikorper Geféarbt Gefarbt Gefarbt
Calcium-lonophor +
P-Selectin
FITC-Annexin V Ungefarbt
Gefarbt Gefarbt Gefarbt

Calcium-lonophor +
Annexin V
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3.8 Probenasservierung

Uberschiissige Thrombozyten wurden fir mogliche spatere Untersuchungen asserviert.
Dafur wurde die (brige Thrombozytensuspension der PE-Proben und schwangeren
Kontrollproben in 15 ml Falcon-Réhrchen mit 1000 RCF (Beschleunigung 9/ Bremse 9) fiir
15 Minuten abzentrifugiert. Anschlieend wurden die Thrombozytenpellets in 50 pl RIPA-

Puffer lysiert und bei —20°C asserviert.

3.9 Durchflusszytometrie

Fur die Messungen wurde das Durchflusszytometer FACS Calibur der Firma Becton
Dickinson (FACS) verwendet. Im FACS konnen Zellen anhand ihrer GroRe und molekularen
Eigenschaften sortiert und quantifiziert werden. Dafur werden die zu untersuchenden Zellen
in einem Flussigkeitsstrom aus Hullfllssigkeit nacheinander einzeln in eine Messkammer
eingesogen (Rothe, 2007). In dieser Messkammer trifft der Laserstrahl eines 488-nm-Argon-
Lasers im 90°-Winkel auf die Zellen und wird entsprechend ihrer Grél3e und Granularitét
abgelenkt. Das entstandene Streulicht wird dann an zwei Stellen gemessen: Zum einen als
Vorwartsstreulicht (FSC) in nahezu der urspriinglichen Ausrichtung des Lasers, zum anderen
als Seitwartsstreulicht (SSC) ca. 90° zur ursprunglichen Laserausrichtung. Die Intensitat des
FSC ist dabei vor allem abhangig von der GroRe der ablenkenden Zellen, die des SSC von
ihren intrazellularen Bestandteilen (Holmes et al., 2002; Rothe, 2007).

Zusatzlich konnen weitere Zelleigenschaften im FACS dargestellt werden, indem sie mit
fluoreszierenden Farbungen markiert werden. Der Laserstrahl regt die fluoreszierenden
Marker dann zur Emission eigenen Lichts unterschiedlicher Wellenldngen an. Dieses
emittierte Licht wird ebenso wie das Streulicht durch Photomultiplier (PMT)-Detektoren
erfasst. Die erfassten Ereignisse werden durch die PMTs in elektrische Signale umgewandelt,
verstarkt und an einen Computer gesendet. Den FL1-FL3-Detektoren sind Filter
vorgeschaltet, die die Fluoreszenzen nach Wellenldngen auftrennen. Bei Verwendung eines
488-nm-Anregungslasers, wie im FACS Calibur, detektiert der FL1-Kanal griines, der FL2-
Kanal orange-rotes und der FL3-Kanal rotes Licht (Holmes et al., 2002; Rothe, 2007).
Abbildung 3.1 zeigt eine schematische Darstellung des Aufbaus eines FACS-Gerates.
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Abbildung 3.1: Schematische Darstellung des Aufbaus eines FACS-Gerétes. Die Zellen werden im
Flussigkeitsstrom einzeln an einem 488-nm-Anregungslaser vorbeigefiihrt. Das durch die Zellen abgelenkte
Streulicht wird als Vorwartsstreulicht (FSC) in einer Linie mit dem Laserstrahl und als Seitwartsstreulicht
(SSC) im 90°-Winkel zum ursprunglichen Laserstrahl von Photomultipliern (PMT) detektiert. Die Ubrigen
PMT-Detektoren FL1-FL3 nehmen die Leuchtintensitat von fluoreszenzmarkierten Zellen auf. Den PMTs sind
Filter zur Auftrennung der Fluoreszenzen nach Wellenldngen vorgeschaltet. Die erfasste Signalintensitét wird
von den Detektoren in elektrische Signale umgewandelt, verstarkt und zur Analyse an einen Computer gesendet.
Abbildung aus (Rothe, 2007).

Zum Einlesen der Proben im FACS wurde anfangs in der FSC/SSC-Darstellung ein Gate um
den dichtesten Bereich der Thrombozytenpopulation gezogen. AnschlieBend wurde jede
Probe so lange eingelesen, bis genau 20.000 Ereignisse im Inneren dieses Gates
aufgenommen worden sind (s. Abbildung 3.2 A).

Auf diese Weise wurden zuerst die Rohrchen mit JC-1 gefarbten Thrombozyten sowie deren

Kontrollen unter den in Tabelle 3.7 dargestellten Einstellungen analysiert.

Zur Messung der Anti-CD62P-markierten Zellen wurde vorerst die Negativkontrolle (Maus

1gG Isotyp-Kontrolle) eingelesen. Die Spannung im FL-2 Kanal wurde nun so eingestellt,



29

dass sich der Signalpeak auf der FL2-Achse in der Histogramm-Darstellung im Bereich um
10* befand (s. Abbildung 3.2 B, vgl. Tabelle 3.8). Dies diente als Kalibrierung fiir alle

weiteren CD62P-Messungen des entsprechenden Versuchsdurchlaufs.

s5CH

FSCH FLZH

Abbildung 3.2: A Eingelesene JC-1-Probe im FACS in der FSC/SSC-Darstellung. Es wurden 20.000
Ereignisse aufgenommen. Der Aufnahmebereich wurde zuvor durch ein Gate definiert.
B Maus IgG-Isotyp-Kontrolle fir CD62P im FACS. Die Einstellungen wurden zur Kalibrierung so

gewahlt, dass sich der Signalpeak auf der X-Achse im Bereich um 10* befindet.

Die Annexin-Proben wurden zunéchst unter den in Tabelle 3.9 gezeigten Einstellungen
gemessen. Bei diesen Parametern lag der Signalpeak der ungefarbten Negativkontrolle auf
der FL1-Achse bei einer Spannung von 850 bereits im gewiinschten Bereich um 10%. Um
eventuelle Unterschiede zwischen den mit Annexin V markierten Proben der gesunden
Schwangeren und der PE-Patientinnen besser erkennen zu kénnen, wurden in einem zweiten
Messdurchlauf Anderungen an den Einstellungen vorgenommen. Hier diente nun die
Annexin V - markierte Probe der gesunden schwangeren Probandin als Negativkontrolle. Mit
dieser Probe wurde die Spannung im FL1-Kanal erneut so eingestellt, dass sich der

Signalpeak im Bereich um 10! befand.
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3.10 Analyse der Daten mit FlowJo

Wie in Abschnitt 3.5 erklért, kann JC-1 konzentrationsabhéngig in monomerer Form oder als
J-Aggregate vorliegen. Da das Verhaltnis von J-Aggregaten zu Monomeren abhangig vom
Mmp ist, kann der Quotient der beiden Grof3en als Indikator des Mmps dienen. Dieser im
Folgenden Mmp-Index genannte Quotient wurde so bereits in friiheren Arbeiten beschrieben
(Grundler et al., 2014; Verhoeven et al., 2005), um das mitochondriale Membranpotential

vergleichend per Durchflusszytometrie zu untersuchen.

Zur Analyse der FACS-Messungen wurde die FlowJo™ V10 Software (BD Life Sciences)
verwendet. Das von JC-Monomeren emittierte griine Licht wird vom Zytometer im FL1-
Kanal erfasst. Die orange-rote Fluoreszenz der Aggregate wird hingegen im FL2-Kanal
gemessen (Holmes et al., 2002). Mithilfe der FlowJo Software konnte das Verhaltnis von
orange-rotem zu griinem Licht nach der Messung quantifiziert werden. Dafiir wurde, wie in
Abbildung 3.3 gezeigt, in der FL1/FL2-Darstellung ein Gate um die Zellpopulation gezogen.
Mit Hilfe der FlowJo Software lieR sich daraufhin der Mittelwert (mean) des FL2- und FL1-
Signals bestimmen. AnschlieRend konnte aus dem Quotienten beider GréRen der Mmp-Index
[mean FL2/mean FL1] gebildet werden. Die Einstellungen des FACS wurden so gewéhlt,
dass sich der Mmp-Index von Thrombozyten mit aufrechtem Mmp im Bereich um 1 bewegte.
Eine Depolarisation der mitochondrialen Membran fuhrte somit zu einer Abnahme des Mmp-

Index auf Werte kleiner 1, wie in Abbildung 3.3 fiir eine Patientenprobe mit PE gezeigt ist.
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Abbildung 3.3: Darstellung der Thrombozytenproben einer gesunden schwangeren Probandin (li.) und
einer Patientin mit PE (re.) in der FlowJo-Auswertemaske. Es wurde ein Gate um die Zellpopulationen
gezogen und anschlieBend der Mmp-Index als Quotient der im Gate enthaltenen mittleren Intensitdten an
FL2- und FL1-Signal berechnet.
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3.11 Statistische Auswertung

Fur die Auswertungen wurde GraphPad Prism in der Version 8.0.1 verwendet. Die
Vergleiche zwischen der PE-Gruppe und den Kontrollgruppen wurden mit dem Wilcoxon
Vorzeichen-Rang Test fur abhédngige Stichproben durchgefiihrt. Dabei wurden die
Messwerte der Patientinnen mit PE mit den korrespondierenden, simultan gemessen Werten
der Kontrollprobandinnen gepaart. Auch die Unterschiede im Mmp-Index innerhalb der PE-
Gruppe vor und nach Entbindung wurden mit dem Wilcoxon Vorzeichen-Rang Test
berechnet. Der Mann-Whitney-U-Test, ein nichtparametrischer Test fur unverbundene
Stichproben, wurde fir den Vergleich von Alter, Gestationsalter, Blutdruckwerten und
Thrombozytenzahlen herangezogen. Die Korrelationen zwischen Mmp-Index und Alter,
Gestationsalter und sFIt-1/PIGF-Quotient wurden mittels Rangkorrelationskoeffizient nach
Spearman untersucht. Sofern nicht anders angegeben, sind die Ergebnisse in dieser Arbeit
als Median mit Interquartilsabstand dargestellt.

Zur Interpretation der Ergebnisse wurde der Signifikanzwert p fur die Ablehnung der
Nullhypothese auf <0,05 festgelegt und ein Ergebnis mit p <0,05 damit als statistisch
signifikant gedeutet. Dabei steht p fur folgende Wahrscheinlichkeit: Sollte die Nullhypothese
(kein Unterschied zwischen den Gruppen) wahr sein und wirde das eigene Experiment in
groRer Zahl wiederholt werden, so wiirde bei einem p-Wert von <0,05 in weniger als 5% der
Falle trotzdem ein Unterschied zwischen den Gruppen erkannt werden, der so grof3 wie der
Unterschied im eigenen Experiment oder noch groR3er ist (Andrade, 2019).
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4 Ergebnisse

4.1 Charakteristika der Probandinnen

In die Studie wurden drei Gruppen eingeschlossen: Patientinnen mit Praeklampsie (PE,
n=15), gesunde schwangere Kontrollprobandinnen (n=30, je 15 als Kontrollen fur die
Messungen vor und nach Entbindung) und nicht-schwangere Kontrollprobandinnen (n =15).

In den Tabellen 4.1, 4.3 und 4.4 sind die grundlegenden Charakteristika der PE-Patientinnen
und der gesunden schwangeren Kontrollprobandinnen dargestellt. In der PE-Gruppe zeigten
zwolIf Frauen eine Kombination aus Hypertonie und Proteinurie. Bei zwei Frauen fehlte die
Proteinurie, sie wurden gemaR ACOG-KTriterien aufgrund erhohter Transaminasen in die
Studie eingeschlossen (ACOG Practice Bulletin, 2020). Eine weitere Probandin litt unter
einem HELLP-Syndrom und wurde daher trotz fehlender Hypertonie in die Fallgruppe
aufgenommen (Brown et al., 2018; Wallace et al., 2018).

Die PE-Patientinnen waren im Median 31 Jahre alt mit einem Interquartilsabstand von [28;
35]. Das mediane Alter der gesunden Schwangeren lag bei 34 [29; 39] und unterschied sich
nicht signifikant von der Fallgruppe (p=0,52). In der nicht-schwangeren Kontrollgruppe
betrug das Alter 24 Jahre [24; 26]. Das Gestationsalter (GA) in Schwangerschaftswochen
(SSW) war zum Zeitpunkt der Messung in der PE-Gruppe mit 34 [29; 37] niedriger als in der
schwangeren Kontrollgruppe mit 39 [36; 40] (p=0,0009). Alter oder Gestationsalter
korrelierten in keiner der Gruppen signifikant mit dem Mmp-Index: Korrelation zwischen
Mmp-Index und Alter PE (r (13)=-0,38, p=0,17), Korrelation zwischen Mmp-Index und
Gestationsalter PE (r (13) =-0,21, p=0,45), Korrelation zwischen Mmp-Index und Alter
schwangere Kontrollen (r (13) =-0,28, p=0,31), Korrelation zwischen Mmp-Index und
Gestationsalter schwangere Kontrollen (r (13) =0,0018, p=0,99), Korrelation zwischen
Mmp-Index und Alter nicht-schwangere Kontrollen (r (13) = 0,36, p =0,19).

Patientinnen mit PE hatten erwartungsgemal einen signifikant hoheren Blutdruck als die
schwangeren Kontrollprobandinnen. Wie in Abbildung 4.1 zu sehen, lag die mediane Systole
dabei bei 154 mmHg (PE) gegen 120 mmHg (Kontrollen), die Diastole bei 100 mmHg (PE)
gegen 75 mmHg (Kontrollen) (p < 0,0001).
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Abbildung 4.1: Erhoéhte Blutdruckwerte bei Patientinnen mit PE. Die systolischen und diastolischen

Blutdruckwerte von Patientinnen mit PE lagen signifikant (ber den Werten von gesunden schwangeren
Kontrollprobandinnen (p <0,0001). Mediane Werte und Interquartilsabstdnde in mmHg: Systole PE-Gruppe

154 [149; 172], Systole gesunde schwangere Kontrollgruppe 120 [111; 124]; Diastole PE-Gruppe 100 [90;
115], Diastole gesunde schwangere Kontrollgruppe 75 [71; 77].

In der PE-Gruppe wurde zusatzlich der sFIt-1/PIGF-Quotient erhoben, ein Marker aus
angiogenetischen Faktoren, der bei Patientinnen mit drohender und manifester PE in der
Regel erhéht ist und sich zur Vorhersage der Wahrscheinlichkeit einer baldigen PE etabliert
hat (Levine et al., 2004; Zeisler et al., 2016). Der sFlt-1/PIGF-Quotient lag bei den PE-
Patientinnen im Median bei 147 [121; 334], es bestand jedoch keine signifikante Korrelation
mit dem Mmp-Index (r (13)=0,33, p=0,24).

Zum Zeitpunkt der Blutentnahme fir die prapartale Messung des Mmp-Index fand sich bei
keiner Probandin eine Thrombozytopenie mit Thrombozytenzahlen unter 100.000/ul. Der
Unterschied der Thrombozytenzahlen zwischen Patientinnen mit PE und gesunden
Schwangeren war nicht signifikant, wobei eine Tendenz zu niedrigeren Thrombozytenzahlen
unter den PE-Patientinnen vorhanden war (Abbildung 4.2; PE: 163.000 [127.000; 191.000],
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schwangere Kontrollen: 189.000 [153.000; 203.000], p = 0,095). Zwei Probandinnen
entwickelten im Verlauf ein HELLP-Syndrom mit minimalen Thrombozytenzahlen von
95.000/pl und 76.000/ul (Tabelle 4.2).

p = 0,095
300

200+

|——|}

100

Thrombozyten (*1000/ul)

Abbildung 4.2: Thrombozytenzahlen bei Schwangeren mit und ohne PE. Patientinnen mit PE zeigten zum
Zeitpunkt der Blutentnahme fir die erste, prapartale Messung des Mmp-Index eine niedrigere mediane
Thrombozytenzahl (163.000/ul) als gesunde schwangere Kontrollprobandinnen (189.000/ul), wobei der
Unterschied statistisch nicht signifikant war (p=0,095).

In der Gruppe der PE-Patientinnen erfolgte eine weitere Unterteilung in Patientinnen mit
schwerer PE und Patientinnen ohne schwere PE. Die PE wurde in dieser Studie als schwer
eingestuft, wenn mindestens zwei schwerwiegende Merkmale nach ACOG vorlagen. Zu den
Merkmalen z&hlen Blutdruckwerte >160 mmHg systolisch oder >110 mmHg diastolisch,
Thrombozytopenie ~ <100.000/ul, neu  aufgetretene  Niereninsuffizienz ~ oder
Leberfunktionsstérung, Lungendédem und neurologische Stérungen (ACOG Practice
Bulletin, 2020). Funf Patientinnen erflllten die Kriterien und bildeten die Untergruppe

»schwere PE®, zwei davon entwickelten im Verlauf ein vollstindiges HELLP-Syndrom
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(Tabelle 4.2). Die tibrigen zehn Patientinnen gehorten der Untergruppe ,,nicht-schwere PE*
an (vgl. Tabelle 4.4).

In Ergdnzung zum Studienkollektiv wurde zusatzlich eine separate Gruppe von sechs

Probandinnen mit isolierter Gestationshypertonie (GH) eingeschlossen (Tabelle 4.1). Diese

Patientinnen wiesen einen Hypertonus auf, der nach der 20. SSW begann: Median systolisch
159 mmHg [154; 168], Median diastolisch 93 mmHg [91; 99]. Abgesehen davon zeigten sie
definitionsgemall weder eine Proteinurie noch sonstige klinische oder laborchemische
Anzeichen einer PE (Brown et al., 2018).

Tabelle 4.1: Ubersicht tiber die grundlegenden Charakteristika der Probandinnen nach Gruppen. Angegeben

sind Median und Interquartilsabstand. Die p-Werte beziehen sich auf den Vergleich zwischen Patientinnen mit

PE und den gesunden schwangeren Kontrollen.

Gruppe Préaeklampsie Gesunde Nicht - p-Werte Gestationshypertonie
Schwangere Schwangere

Anzahl Probandinnen 15 15 15 6

Alter (Jahre) 31[28; 35] 34 [29; 39] 24 [24; 26] 0,52 36 [33; 38]

Gestationsalter (SSW) 34 [29; 37] 39 [36; 40] 0,0009 37 [36; 38]

Blutdruck systolisch 154 [149; 172] 120 [111; 124] <0,0001 159 [154; 168]

Blutdruck diastolisch 100 [90; 115] 75 [71; 77] <0,0001 93 [91;99]

Thrombozytenzahl 163 [127; 191] 189 [153; 203] 0,11 172 [162; 175]

(*1000/pl)

sFlt-1/PIGF 147 [121; 334]




Tabelle 4.2: Laborwerte zweier Probandinnen mit HELLP-Syndrom. Zugrunde liegende Normwerte s.
Abschnitt 7.

Nr. AST/GOT ALT/GPT Thrombozyten- LDH Haptoglobin Bilirubin Proteine im

(S]])] un zahl My (mg/dly (mg/dl) Urin
(1) (mg/g
Kreatinin)
5 589 471 95.000 689 <10 1,2 602
7 339 273 76.000 737 <10 0,7 3104

Tabelle 4.3: Einzelwerte der klinischen Charakteristika der gesunden schwangeren Kontrollprobandinnen.
SYS = Systole, DIA = Diastole. Gestationsalter gerundet.

Nr. Alter GA Blutdruck Thrombozytenzahl
(SSW) SYS/DIA ()
(mmHg)
1 42 39 102/71 127.000
2 39 39 120/73 202.000
3 34 38 102/67 181.000
4 31 40 111/78 193.000
5 43 38 129/70 136.000
6 26 24 116/77 154.000
7 32 40 118/78 126.000
8 40 39 124/75 195.000
9 37 36 103/72 245.000
10 30 36 115/78 203.000
11 29 40 126/76 153.000
12 26 39 121/70 209.000
13 19 39 126/76 268.000
14 34 32 124/75 188.000

15 37 41 120/77 189.000
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Tabelle 4.4: Einzelwerte der Charakteristika von Patientinnen mit PE.
Proteinurie: (+) =300 mg/g Kreatinin bis 2000 mg/g Kreatinin; (++)=uber 2000 mg/g Kreatinin.
Transaminasen: (+)=2- bis 3-fache Erhohung (ber die obere Norm; (++)=Uuber 3-fache Erhdhung.
Rot = schwere PE.

Nr. Alter GA Blutdruck  Proteinurie  Thrombozyten- Trans- sFIt-1/  Klinische Symptome
(SSW) SYS/DIA zahl (/ul) aminasen  PIGF
(mmHg)

1 38 34 150/95 + 193.000 - 154 -

2 33 37 210/120 ++ 144.000 - 73 Starke Kopfschmerzen,
Neurologische Defizite

3 43 29 150/102 - 131.000 + 334 -

4 28 37 180/120 ++ 117.000 - 209 -

5 31 38 115/71 + 106.000 ++ 121 Ubelkeit, Erbrechen,
Oberbauchschmerzen

6 23 33 150/100 + 191.000 - 147 Leichte Kopfschmerzen,
Schwindel, keine
Neurologie

7 39 36 160/90 ++ 140.000 ++ 71 -

8 24 29 147/90 + 238.000 - 609 -

9 30 35 150/100 + 113.000 - 82 Leichte Kopfschmerzen,
keine Neurologie

10 32 34 170/95 + 176.000 + 123 -

11 35 37 155/97 - 127.000 + 131 -

12 30 37 153/92 + 169.000 - 138 -

13 35 26 180/115 ++ 223.000 - 612 -

14 31 35 172/117 ++ 163.000 - 182 -

15 27 28 168/112 ++ 180.000 ++ 502 -
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4.2 Signifikant verminderter Mmp-Index bei Patientinnen mit
Praeklampsie

Die absoluten Mmp-Indizes der 15 Patientinnen mit PE wurden prépartal mit den zeitgleich
gemessenen gesunden schwangeren Kontrollen (n=15) und nicht-schwangeren Kontrollen
(n=15) verglichen. Die Methodik der Mmp-Index-Quantifizierung bei Patientinnen mit PE
im simultanen Vergleich mit schwangeren Kontrollpatientinnen war zuvor im Rahmen der
Doktorarbeit ebenfalls etabliert worden. PE-Patientinnen zeigten mit 0,63 [0,47; 0,86]
signifikant niedrigere mediane Mmp-Indizes als gesunde schwangere Probandinnen mit 0,98
[0,69; 1,19] (p<0,0001; Abbildung 4.3). Darlber hinaus waren auch die Mmp-Indizes der
gesunden Schwangeren gegenlber nicht-schwangeren Frauen (1,25 [1,06; 1,31]) signifikant
vermindert (p=0,0054).
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Abbildung 4.3: A Absolute Werte der Mmp-Indizes von Patientinnen mit PE vor der Entbindung
(n=15), gesunden Schwangeren (n = 15) und nicht-schwangeren Frauen (n =15). Die Mmp-Indizes von
Patientinnen mit PE liegen signifikant unterhalb der Werte der gesunden Schwangeren (p <0,0001). Auch
gesunde Schwangere zeigen signifikant verminderte Mmp-Indizes im Vergleich zu nicht-schwangeren Frauen
(p=0,0054). B Beispiel der Thrombozytenpopulationen einer nicht-schwangeren Frau, einer gesunden
schwangeren Probandin und einer Patientin mit PE in der FACS-Analyse. Die Abnahme des Mmps zeigt
sich durch verringerte Intensitaten der Fluoreszenz im FL2-Kanal (Y-Achse).
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4.3 Zusammenhang des Mmp-Index mit der Schwere der Erkrankung

Unter den Patientinnen mit PE litten nach ACOG-Kriterien fiinf Betroffene an einer
schweren PE (ACOG Practice Bulletin, 2020) (hier bei Vorliegen zweier Kriterien, vgl.
Abschnitte 1.2.2 und 4.1). Die anderen zehn Frauen wurden als Patientinnen mit ,,nicht-
schwerer PE* eingestuft. Um einen moglichen Zusammenhang zwischen mitochondrialem
Membranpotenzial und Schwere der Erkrankung zu untersuchen, wurden die relativen Mmp-
Indizes beider Untergruppen verglichen. Sie ergaben sich jeweils aus dem Verhaltnis des

Wertes der PE-Patientin zum Wert ihrer korrespondierenden schwangeren Kontrolle des

Mmp Index (PE)
Mmp Index (Gesunde Schwangere)

gleichen Tages (Mmp Index (rel.) =

). Dabei zeigten die

Patientinnen mit schwerer PE einen signifikant niedrigeren relativen Mmp-Index als die
Patientinnen mit nicht-schwerer PE (schwere PE 0,54 [0,44; 0,57], nicht-schwere PE 0,73
[0,67; 0,83], p=0,0047, Abbildung 4.4). In den absoluten Werten ergab sich ebenfalls ein
signifikant geringerer Mmp-Index bei Frauen mit nicht-schwerer PE gegeniuber den
gesunden schwangeren Kontrollen (nicht-schwere PE 0,72 [0,57; 0,88], gesunde Schwangere
0,98 [0,69; 1,19], p=0,002). Zwischen den Patientinnen mit schwerer PE und den
schwangeren Kontrollen war ein deutlicher Unterschied zu sehen, der allerdings statistisch
aufgrund der kleinen Fallzahl noch nicht signifikant war (schwere PE 0,47 [0,25; 0,66],
p=0,063). Nach  Einschluss  weiterer  Probandinnen im  Rahmen  des
Veroffentlichungsprozesses zeigte sich schlieBlich ein signifikanter Unterschied zwischen
den Untergruppen (Kraemer et al., 2022).
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Abbildung 4.4: Das Mmp weist einen Zusammenhang mit der Schwere der Erkrankung bei Patientinnen
mit PE auf. A Der relative Mmp-Index (verglichen mit den korrespondierenden schwangeren Kontrollen des
gleichen Tages) von Patientinnen mit schwerer PE (n = 5) ist signifikant niedriger als bei Patientinnen mit nicht-
schwerer PE (n = 10; p = 0,0047). B Im absoluten Mmp-Index weisen Patientinnen mit nicht-schwerer PE einen
signifikant niedrigeren Wert auf als gesunde Schwangere. Zwischen Frauen mit schwerer PE und gesunden

Schwangeren ist ebenfalls ein deutlicher Unterschied sichtbar (aufgrund der kleinen Fallzahl p = 0,063).
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Die Mmp-Indizes der PE-Patientinnen (n=15) wurden postpartal erneut erhoben und

wiederum mit je einer korrespondierenden schwangeren Kontrollprobandin (n=15)

verglichen. Die PE-Patientinnen zeigten wenige Tage nach der Entbindung (durchschnittlich
2,4 Tage (Median 2 Tage, Spannweite 1-4 Tage)) eine signifikante Erhéhung bzw. Erholung
des Mmp-Index (PE prépartal 0,63 [0,47; 0,86], PE postpartal 1,09 [0,98; 1,28], p<0,0001).

Die postpartalen Werte unterschieden sich dabei nicht mehr signifikant von denen gesunder

Schwangerer (gesunde Schwangere 1,12 [0,98; 1,20], p=0,94).
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Abbildung 4.5: Das depolarisierte Membranpotential in Thrombozyten von Patientinnen mit PE erholt

sich nach der Entbindung. A Postpartal unterscheidet sich der Mmp-Index bei PE-Patientinnen nicht mehr

signifikant vom

Niveau

gesunder

schwangerer

Kontrollprobandinnen

(p =0,94).

B Dargestellt ist die individuelle Verdnderung der Mmp-Indizes der PE-Patientinnen zwischen der pra- und

postpartalen Messung.
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4.5 Mmp-Index bei Patientinnen mit isolierter Gestationshypertonie
zeigt keine Depolarisation

Die zusétzlich rekrutierte Gruppe der Patientinnen mit isolierter GH (n=6) unterschied sich
hinsichtlich des Mmp-Index nicht von den entsprechenden schwangeren Kontrollen (n=6):

GH 1,09 [1,04; 1,17], gesunde Schwangere 1,15 [1,07; 1,18], p=0,844.

1.6
p=0,844
1

12_ (X L
% e O
2 ¢ *
- 0.8
o
=
=

0.4

0.0 : :

\Qz '\Q}
S
$’b' QQJ
N
SO
& °
N &&

& &

Abbildung 4.6: Mmp-Index von Patientinnen mit isolierter GH im Vergleich zu gesunden schwangeren
Kontrollprobandinnen. Es ergibt sich kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen (p =

0,844).
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4.6 Dynamik des Mmp-Index anhand von Verlaufsmessungen

Das Mmp der Thrombozyten wurde von jeder Patientin mit PE sowohl vor als auch nach der
Entbindung erhoben. Bei drei Patientinnen mit nicht-schwerer PE wurde der Mmp-Index in
der Etablierungsphase zusatzlich zu einem dritten Zeitpunkt gemessen, um die Dynamik des
Markers zu untersuchen. In Abbildung 4.7 sind die relativen Mmp-Indizes der Probandinnen
zu den drei Messzeitpunkten abgebildet. Der relative Mmp-Index ergibt sich aus dem
Vergleich zur jeweiligen schwangeren Kontrollprobandin, bei einem Wert von 1 besteht

folglich kein Unterschied zwischen PE-Patientin und schwangerer Kontrolle.

Probandin 1 (vgl. Tabelle 4.4) prasentierte sich in der 34. SSW mit Hypertonie und
Proteinurie ohne weitere klinische Symptomatik. Die erste Messung ergab einen relativen
Mmp-Index von 0,7. Vier Tage spater wurde der Mmp-Index erneut erhoben, die Patientin
war zu diesem Zeitpunkt nach wie vor schwanger und sowohl klinisch als auch
laborchemisch unverandert stabil. Es resultierte ein maRig veranderter Wert von 0,61. Zwei
Tage nach der Entbindung lag das Mmp schlielich Gber dem Niveau der schwangeren

Kontrollprobandin (relativer Mmp-Index 1,28).

Bei Probandin 13 wurden ebenfalls zwei prapartale Messungen durchgefiihrt. Die Patientin
wurde in der 26. SSW mit Hypertonie und Proteinurie aufgenommen und war initial subjektiv
symptomfrei. Der relative Mmp-Index der ersten Messung lag bei 0,97. Am Folgetag
verschlechterte sich der klinische Zustand der Patientin, sie entwickelte Odeme und eine
Hyperreflexie und klagte tiber Ubelkeit. Die erneute Erhebung des Mmp-Index ergab eine
Abnahme des Membranpotentials mit einem relativen Wert von 0,72. Einen Tag postpartal

hatte sich der Mmp-Index auf 1,11 erholt.

Auch Probandin 6 stellte sich mit Hypertonie und Proteinurie vor und gab zusatzlich
Kopfschmerzen und Schwindel an. Der relative Mmp-Index betrug 0,53 bei Aufnahme in der
33. SSW. Noch am gleichen Tag erfolgte die Entbindung per Sectio. Am Folgetag wurde
eine erste postpartale Messung durchgefihrt, wahrend sich die Patientin mit Ubelkeit,
Schwindel und Ohrensausen noch immer symptomatisch zeigte. Der Mmp-Index lag in
dieser Messung bei 0,76. Am dritten Tag nach der Entbindung hatte sich das mitochondriale
Membranpotenzial bei nun auch subjektiv symptomfreier Patientin auf einen relativen Wert

von 1,1 normalisiert.
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Abbildung 4.7: Der relative Mmp-Index von drei Probandinnen (Nr 1, 13 und 6) im Verlauf. Der

Zeitpunkt der Messung in Bezug auf die Entbindung ist in Klammern angeben, wobei ,,0¢ dem Tag der

Entbindung entspricht. (-) bedeutet Tage vor Entbindung, (+) bedeutet Tage nach Entbindung. Gezeigt sind die

relativen Mmp-Index-Werte bezogen auf die schwangere Kontrollperson. A: Probandin 1: relative Mmp-Index-

Entwicklung 5 Tage vor, 1 Tag vor und 2 Tage nach Entbindung. B: relative Mmp-Index-Entwicklung 1 Tag

vor Entbindung, am Entbindungstag und 2 Tage nach Entbindung. C: relative Mmp-Index-Entwicklung am

Entbindungstag, 1 Tag nach und 3 Tage nach Enthindung.
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4.7 Annexin V-positiver apoptotischer Phanotyp bei schwerer
Praeklampsie

Leytin, Gyulkhandanyan et al. haben die Vorgange der Apoptose und Aktivierung in
Thrombozyten umfangreich untersucht. Sie konnten herausarbeiten, dass es sich dabei um
jeweils eigenstdndige Prozesse handelt, die separat voneinander ablaufen kénnen. Auch
haben sie Wege aufgezeigt, diese mit entsprechenden Markern messbar zu machen
(Gyulkhandanyan et al., 2012, 2013; Leytin et al., 2007; Leytin et al., 2008; Leytin et al.,
2000). Die Exposition von Phosphatidylserin (PS) auf der Aulenseite der Zellen zahlt
demnach auch in Thrombozyten zu den klassischen spaten Apoptosemerkmalen
(Gyulkhandanyan et al., 2012; Leytin et al., 2009; Martin et al., 1995). Bei aktivierten
Thrombozyten wird P-Selectin (CD62P) auf der Zelloberflache nachweisbar (Leytin et al.,
2007; Leytin et al., 2000; Stenberg et al., 1985).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Oberflachenexpression von PS und CD62P bei zwdlf
der 15 Patientinnen mit PE und ihren gesunden schwangereren Kontrollprobandinnen
mithilfe von FITC-konjugiertem Annexin V und PCE-gekoppeltem Anti-CD62P-Antikorper
untersucht (vgl. Abschnitte 3.6 und 3.7). Basierend auf den Erkenntnissen von Leytin,
Gyulkhandanyan et al. wurden Thrombozyten, die neben der mitochondrialen
Membrandepolarisation PS exponierten, aber keine Uberexpression von CD62P zeigten, als
apoptotisch definiert (Annexin V (+)/ CD62P (-)). Sowohl Annexin- als auch CD62P-
positive Zellen charakterisierten einen gemischt apoptotischen und aktivierten Phénotyp
(Gyulkhandanyan et al., 2013; Leytin et al., 2007).

Vier der flnf Patientinnen mit schwerer PE sowie eine Patientin mit nicht-schwerer PE
zeigten Annexin-positive, aber P-Selectin-negative Populationen entsprechend eines
apoptotischen Phénotyps (Annexin V (+)/ CD62P (-)). Die Ubrige Patientin mit schwerer
sowie zwei Patientinnen mit nicht-schwerer PE wiesen einen Mischtyp aus Apoptose und
Aktivierung auf (Annexin V (+)/ CD62P (+)). In der Gruppe der nicht-schweren PE erwiesen
sich die restlichen vier Patientinnen als weder Annexin- noch CD62P-positiv (Annexin V (—
)/ CD62P (-)). Tabelle 4.5 gibt einen Uberblick uiber die Ergebnisse, Abbildung 4.8. zeigt
das Beispiel einer Thrombozytenprobe mit Annexin-positiver, apoptotischer Population in
der FACS-Analyse.
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Tabelle 4.5: Uberblick tiber die Oberflachenexpression von Phosphatidylserin (iiber Annexin V) und P-Selectin
(CD62P) auf Thrombozyten bei PE. Schwarz = nicht-schwere PE, Rot = schwere PE. Drei Patientinnen weisen
einen gemischt apoptotischen und aktivierten Phanotyp auf (Annexin V (+)/CD62P (+)). Bei funf Patientinnen
finden sich isoliert apoptotische Merkmale mit Expression von PS (Annexin V (+)/CD62P (-)), vier
Patientinnen zeigen lediglich einen verminderten Mmp-Index (Annexin V (-)/CD62P (-)).

Probandin 2 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

AnnexinV  + + - + + + + - +

CD62P - - - -+ -

300 =

\ 300 - _,l/\
200 ' 200 -V

100 = 100 = !

Zellzahl

Annexin V CD62P

@ Praeklampsie
@ Gesunde schwangere Kontrolle

Abbildung 4.8: Darstellung von Thrombozyten bei Praeklampsie mit apoptotischem Phanotyp (Annexin
V (+)/CD62P (-)) mittels FACS-Analyse
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5 Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zum ersten Mal Thrombozyten von Frauen mit
Préeklampsie (PE) im direkten Vergleich mit schwangeren Kontrollpatientinnen auf eine
Depolarisation der mitochondrialen Membran untersucht und die hierzu erforderliche
Methodik etabliert. Es wurde gezeigt, dass der Mmp-Index — als Maleinheit fur das
mitochondriale Membranpotential (Mmp) — bei Patientinnen mit PE im Vergleich zu
gesunden schwangeren Frauen signifikant vermindert ist. Darlber hinaus ergaben die
Untersuchungen einen nochmals niedrigeren Mmp-Index bei Patientinnen, die an einer
schweren Form der PE litten. Kein signifikanter Unterschied konnte hingegen zwischen
Probandinnen mit isolierter Gestationshypertonie (GH) im Vergleich zu gesunden
Schwangeren nachgewiesen werden. Wenige Tage nach der Entbindung erholte sich der
Mmp-Index der PE-Patientinnen auf das Niveau der gesunden schwangeren
Kontrollprobandinnen. Die Farbung mit gekoppeltem Annexin V und P-Selectin (CD62P)-
Antikorper zeigte bei einem Grofteil der Patientinnen mit schwerer PE einen apoptotischen

Phanotyp.

5.1 Mitochondriale Dysfunktion in peripheren Thrombozyten bei
Patientinnen mit Praeklampsie

Mit dieser Studie konnte erstmals eine Abnahme des Mmps in Thrombozyten bei Frauen mit
PE gezeigt werden. Ein erhaltenes Membranpotential spielt in Mitochondrien eine zentrale
Rolle fir die regulare Ausfiihrung ihrer Funktionen (Zorova et al., 2018) und die
Depolarisation der mitochondrialen Membran stellt einen sensiblen Marker fir
mitochondriale Dysfunktion dar. Mitochondriale Dysfunktionen sind schon mehrfach mit der
Pathophysiologie der PE in Zusammenhang gebracht worden, wie Smith et al. in ihrem
Review zusammenfassen (Smith et al., 2021). Insbesondere in der humanen Plazenta, aber
auch in anderen von PE betroffenen Strukturen wie der Niere oder dem Endothel aus
Tiermodellen, konnten dabei Abnahmen der mitochondrialen Funktion und eine vermehrte
Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) beobachtet werden (McCarthy & Kenny,
2016; Smith et al., 2021; Vaka et al., 2018). Bina et al. stellten kurzlich sogar in peripheren

Thrombozyten von Patientinnen mit PE eine Abnahme aller untersuchten Parameter der
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mitochondrialen Atmung fest (Bina et al., 2022). Davon abweichend haben Malinow et al.
bei  vergleichbaren  Untersuchungen eine  Abnahme des  mitochondrialen
Sauerstoffverbrauchs in Thrombozyten von gesunden Schwangeren gesehen, die bei Frauen
mit PE ausblieb. Die Autoren erklaren in ihrer Arbeit, dass alle eingeschlossenen PE-
Patientinnen prophylaktisch Magnesiumsulfat erhielten und es nicht auszuschlielen sei, dass
die beobachteten Effekte in der PE-Gruppe auf die Magnesiumgabe zurlickzufiihren sind
(Malinow et al., 2018). In der Studie von Bina et al. galt eine Therapie mit Magnesiumsulfat
hingegen als Ausschlusskriterium, was als mogliche Erklarung fur die unterschiedlichen
Ergebnisse herangezogen wurde. In Summe konnten beide Studien bei PE-Erkrankten
Abweichungen von der normalen mitochondrialen Atmungsfunktion gesunder Schwangerer
darlegen. Da die Funktionalitdt der Atmungskette direkt vom Mmp und von der
Unversehrtheit der mitochondrialen Membranen abhéangig ist (Braganza et al., 2020), stehen
diese Ergebnisse insgesamt im Einklang mit den hier vorliegenden Daten. In der
vorliegenden Arbeit wurde zudem erstmals das mitochondriale Membranpotential in

lebenden Thrombozyten und in einer Verlaufsbeobachtung untersucht.

5.2 Mmp-Index als Marker fur die Schwere der Praeklampsie

Der relative Mmp-Index von Patientinnen mit schwerer PE war im Vergleich zu Patientinnen
mit nicht-schwerer PE nochmals signifikant vermindert. Patientinnen wurden in dieser Arbeit
als schwer betroffen eingestuft, wenn sie mindestens zwei der entsprechenden Kriterien nach
ACOG erflllten (ACOG Practice Bulletin, 2020). Der Mmp-Index, als Abbild der
mitochondrialen Funktion, scheint also die Schwere der Erkrankung widerzuspiegeln und
konnte damit als neuer Marker fiir die Erkrankungsschwere bei PE fungieren.

Einige Marker in Serum oder Urin werden bereits auf ihre Eignung als Préadiktoren und
Reflektoren der Erkrankungsschwere bei PE diskutiert, darunter 16sliches Endoglin (SEng)
(Grill et al., 2009), LDH, D-Dimere und Fibrinogen (Duan et al., 2020), das o1-Antitrypsin-
Peptid SERPINA1 (Starodubtseva et al., 2020), AFP, HCG oder Inhibin (Taché et al., 2014).
Thrombozyten betreffend konnten insbesondere das mittlere Thrombozytenvolumen (MPV)
und die Thrombozyten-Verteilungsbreite (PDW) eine Korrelation mit Schwere und Prognose
der Erkrankung bei PE zeigen (Dadhich et al., 2012; Reddy & Rajendra Prasad, 2019; Tesfay
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et al., 2019), wobei es auch Arbeiten gibt, die diesen Zusammenhang nicht bestétigen (Duan
et al., 2020). Mitochondrien-basierte Parameter des Thrombozyten-Metabolismus, wie in der

hier vorliegenden Studie, wurden bisher noch nicht auf die Schwere einer PE hin untersucht.

Als allgemein bedeutendster PE-Marker gilt derzeit der sFlt-1/PIGF-Quotient. Der Quotient
aus anti- und proangiogenetischen Faktoren bietet insbesondere gute pradiktive Erkenntnisse
zur Eintrittswahrscheinlichkeit einer PE (Zeisler et al., 2016), wird in der Literatur aber auch
vielfach mit der Erkrankungsschwere in Zusammenhang gebracht (Levine et al., 2004;
March et al., 2015; Maynard et al., 2003; Mdiller et al., 2019; Rana et al., 2018; Soundararajan
et al., 2021). In der hier vorliegenden Studie reflektierte der Mmp-Index die Schwere der
Erkrankung, zwischen Mmp-Index und sFlt-1 fand sich in der Fallgruppe allerdings keine
signifikante Korrelation. Die Diskrepanz zwischen diesen Ergebnissen konnte sich dadurch
erklaren lassen, dass die betrachteten Studien zu sFlt-1/PIGF und Erkrankungsschwere eine
hohe Heterogenitat im Studiendesign aufweisen und sich der Grof3teil kaum mit den
Untersuchungen dieser Arbeit vergleichen lasst. So korreliert der sFIt-1/PIGF-Quotient bei
Mdiller et al. nicht mit mitterlichen Kriterien fiir eine schwere PE wie nach ACOG, sondern
mit Friihgeburtlichkeit, niedrigem Geburtsgewicht und niedrigem APGAR-Score (Miiller et
al., 2019). Bei Soundararajan et al. besteht die Fallgruppe zum Zeitpunkt des Einschlusses
ganzlich aus Patientinnen mit vorbestehender chronischer Hypertonie oder GH und damit
anderen hypertensiven Schwangerschaftserkrankungen als der PE (Soundararajan et al.,
2021). Rana et al. schlieBen in die Vergleichsgruppe zu Patientinnen mit schwerer PE neben
Frauen mit nicht-schwerer PE auch solche ohne jegliche hypertensive
Schwangerschaftserkrankung, mit chronischer Hypertonie oder mit GH ein (Rana et al.,
2018) und Levine et al. testen die Gruppe der schweren PE statistisch nur gegen die gesunde
Kontrollgruppe (Levine et al., 2004). Zu beachten ist auch, dass der sFlt-/PIGF-Quotient in
frither ,,Early-Onset-PE*“ vor der 34. Schwangerschaftswoche besonders hohe Werte zeigt
(Levine et al., 2004; March et al., 2015). In der Studie zu dieser Arbeit ergab sich keine
Korrelation zwischen Gestationsalter und Mmp-Index und eine Unterteilung in friih und spét
einsetzende PE wurde nicht vorgenommen. Andere Untersuchungen von Levine et al. und
Robinson et al. ergaben zudem, dass der sFIt-1/PIGF-Quotient zwischen milder PE und
schwerer PE keinen signifikanten Unterschied zeigt (Levine et al., 2006) oder dass nur PIGF,
nicht aber sFlt-1, mit der Schwere der Erkrankung zusammenhangt (Robinson et al., 2006).
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Insgesamt lassen sich die Ergebnisse damit nur eingeschrankt vergleichen, weisen aber
darauf hin, dass der Mmp-Index zusétzlich zum sFIt-1/PIGF-Quotienten erganzende

Informationen Gber den aktuellen Erkrankungszustand der Schwangeren liefern kénnte.

Passend zu der Annahme, dass der Mmp-Index die Schwere einer PE widerspiegelt, zeigte
sich der Wert bei Patientinnen mit isolierter GH ohne weitere Symptome einer PE nicht
betroffen, sondern war vergleichbar mit den Werten gesunder Schwangerer. Dieses Ergebnis
legt zusétzlich nahe, dass tatsachlich die manifeste PE zur Depolarisation der
mitochondrialen Membran fihrt und nicht andere, mit einer Hypertonie assoziierte Faktoren
urséchlich sind. Auch andere bei PE beobachtete Thrombozytenmarker, insbesondere das
zusétzlich mit der Erkrankungsschwere in Zusammenhang stehende MPV, konnten bei
isolierter GH nicht vermehrt nachgewiesen werden (Karalis et al., 2005; Valera et al., 2010;
Walker et al., 1989).

5.3 Zusammenhang zwischen mitochondrialem Stress und Inflammation

Bei Frauen mit PE wurde der Mmp-Index in Thrombozyten in dieser Studie zum ersten Mal
erhoben. Eine wichtige Grundlage fir die Arbeit legten Grundler et al. und Yamakawa et al.,
die mithilfe von JC-1-Farbung bereits vor einigen Jahren eine Abnahme des Mmps in
Thrombozyten bei Patient*innen mit Sepsis zeigen konnten (Grundler et al., 2014;
Yamakawa et al., 2013). Eine niedrige Thrombozytenzahl (Thrombozytopenie) geht bei
Sepsis-Erkrankten in hohem Ausmal mit schwerwiegenden Verladufen einher (Vandijck et
al.,, 2010) und auch in den oben genannten Arbeiten konnte die Depolarisation der
thrombozytéren mitochondrialen Membran die Schwere der Erkrankung (Grundler et al.,
2014; Yamakawa et al., 2013) und dartiber hinaus das klinische Outcome (Grundler et al.,
2014) wiedergeben. Wahrend die Sepsis eine schwere systemische Entziindungsreaktion auf
eine Infektion darstellt (Gotts & Matthay, 2016), ist auch an der PE ein inflammatorisches
Milieu beteiligt (Aggarwal et al., 2019; Michalczyk et al., 2020; Tendrio et al., 2019). Sahin
et al. konnten zudem darlegen, dass die Entzindungsreaktion bei schwerer PE nochmals
verstéarkt zu beobachten ist (Sahin et al., 2015). Die genannten Erkenntnisse legen nahe, dass
bei Patient*innen mit Sepsis und PE mdoglicherweise &hnliche Mechanismen des

inflammatorischen Milieus in die mitochondriale Stressreaktion involviert sein kdnnten.
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Passend dazu ist bekannt, dass mitochondriale Dysfunktionen in vielen Erkrankungen mit
dem Ausldsen und Verstarken von inflammatorischen Prozessen assoziiert sind (Smith et al.,
2021; West, 2017). Auch Thrombozyten im Allgemeinen wird eine Beteiligung an
inflammatorischen Prozessen nachgesagt, indem sie mit Immunzellen, Chemokinen und
Zytokinen interagieren (Jurk & Kehrel, 2008; Lindemann et al., 2007).

Die Hypothese einer Beziehung zwischen mitochondrialem Stress und Inflammation wird
weiter unterstutzt durch das hier vorgestellte Ergebnis, dass der Mmp-Index auch bei
gesunden schwangeren Frauen gegeniber nicht-Schwangeren vermindert ist — denn auch
eine Schwangerschaft per se geht friiheren Erkenntnissen zufolge bereits mit einer gewissen
Inflammation einher (Palm et al.,, 2013). Am Beispiel der Sepsis, PE und gesunden
Schwangerschaft gezeigt, korreliert die Dimension der mitochondrialen Depolarisation
dartiber hinaus mit dem Ausmal} des tblicherweise beteiligten inflammatorischen Status: So
konnte bei Patient*innen mit schwerer Sepsis ein massiver, bei Patientinnen mit schwerer PE
ein moderater und bei gesunden schwangeren Frauen ein milder Abfall des Mmp-Index

beobachtet werden.

5.4 Thrombozytenapoptose bei Praeklampsie

Seit nunmehr (ber 20 Jahren ist bekannt, dass auch in kernlosen Thromboyzten ein
kontrollierter Zelltod in Form von Apoptose moglich ist (Vanags et al., 1997), wodurch die
Lebensspanne der Zellen intrinsisch reguliert werden kann (Mason et al., 2007). Gruppen um
Leytin, Gyulkhandanyan et al. haben sich seitdem in umfangreicher Forschungsarbeit mit
dem Phanomen beschéftigt. Inzwischen ist der intrinsische, mitochondriale Apoptoseweg fur
Thrombozyten gut entschlusselt (Leytin, 2012). Die Depolarisation der mitochondrialen
Innenmembran stellt dabei einen friihen Bestandteil des Apoptoseprozesses dar und kann
iiber das Offnen der mitochondrialen Permeabilitats-Transitions-Pore, die Freisetzung von
Cytochrom C ins Zytosol und die Aktivierung proapoptotischer Mitglieder der Bcl-2-Familie
schliellich  zu finalen, irreversiblen  Apoptoseschritten wie  morphologischen
Zellveréanderungen und der Exposition von Phosphatidylserin (PS) auf der Zelloberflache
fihren (Gyulkhandanyan et al., 2017; Leytin et al., 2009). Die Abnahme des Mmps ist durch
die Farbung mit kationischen Farbstoffen wie das in dieser Arbeit verwendete JC-1 leicht zu

erheben (Cossarizza et al., 1993). Es hat sich damit als haufig eingesetzter Apoptosemarker
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in Thrombozyten etabliert, der sich bereits in einer friihen apoptotischen Phase erfassen lasst
(Gyulkhandanyan et al., 2012; Kroemer & Reed, 2000; Leytin et al., 2009; Leytin et al.,
2006). Die Exposition von PS, messbar durch das PS-bindende Protein Annexin V, findet
sich erst auf terminal apoptotischen Zellen (Leytin et al., 2009; Leytin et al., 2006) in der
Spétphase der Apoptose. Leytin, Gyulkhandanyan et al. haben weiterhin erkannt, dass
Apoptose und Aktivierung von Thrombozyten jeweils eigene Prozesse darstellen. Im Zuge
dessen definierten sie eine Abnahme des Mmps, beziehungsweise in fortgeschrittener
Apoptose eine Exposition von PS, bei gleichzeitig ausbleibender Uberexpression des
Aktivierungsmarkers CD62P in  Thrombozyten als apoptotischen  Phéanotyp
(Gyulkhandanyan et al., 2013; Leytin et al., 2008).

Alle Patientinnen mit PE zeigten in dieser Studie einen im Vergleich zur tagesaktuellen
gesunden schwangeren Kontrollprobandin verminderten Mmp-Index (vgl. relativer Mmp-
Index in Abschnitt 4.3/Abbildung 4.4). Bei vier von funf Patientinnen mit schwerer PE sowie
bei einer Patientin mit nicht-schwerer PE wurden dariiber hinaus Thrombozytenpopulationen
mit Annexin-positivem apoptotischem Phanotyp gefunden (Annexin V (+)/CD62P (-)). Eine
Patientin mit schwerer und zwei Patientinnen mit nicht-schwerer PE zeigten Populationen
mit einem Mischtyp aus Apoptose und Aktivierung (Annexin V (+)/ CD62P (+)). Die
Thrombozyten der restlichen vier Patientinnen mit nicht-schwerer PE waren Annexin- und
CD62P-negativ (Annexin V (=)/ CD62P (-)) und wiesen damit lediglich den verminderten
Mmp-Index auf, was entsprechend der Definition von Gyulkhandanyan, Leytin et al.
ebenfalls als apoptotischer Phanotyp in einem frihen Stadium interpretiert werden kann. In
Summe sprechen die Ergebnisse dafiir, dass die PE vermutlich eng mit Apoptosevorgangen
in Thrombozyten assoziiert sein konnte. Es wird damit ein mogliches Erklarungsmodell fur
einen weiteren Mechanismus hinter der bei PE hdufig auftretenden Thrombozytopenie
geliefert. Diese wurde bisher vor allem mit thrombotischer Mikroangiopathie in
Zusammenhang gebracht (Subtil et al., 2020) und ist vermutlich multifaktoriell bedingt. Nach
der erlauterten Definition befanden sich die Zellen in der hier dargestellten Untersuchung bei
nicht-schwerer PE hauptsachlich in einem friihen (pro)apoptotischen Stadium, wéhrend der
Apoptoseprozess in Subpopulationen bei schwerer PE bereits weiter fortgeschritten war.
Passend dazu wird eine Thrombozytopenie in Frauen mit PE besonders bei schweren Féllen
beobachtet und stellt sogar eines der Kriterien zur Einstufung der Erkrankung als schwere
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PE dar (ACOG Practice Bulletin, 2020). In dieser Arbeit wies keine der Patientinnen zum
Zeitpunkt der Messungen eine Thrombozytenzahl unter 100.000/ul auf. Auch dies passt
dazu, dass sich die Zellen hauptsachlich in einem frihen (pro)apoptotischen Stadium
befinden konnten, welches im Verlauf zu komplettem Zelltod fortschreiten und zu einer
Verminderung der Zellzahl fihren konnte. Dass drei Patientinnen zusatzlich zu
apoptotischen Zellen auch aktivierte Thrombozytenpopulationen aufwiesen, Uberrascht
nicht, da ein erhohtes MaR an Thrombozytenaktivierung bei PE bereits mehrfach
vorbeschrieben wurde (Harlow et al., 2002; Holthe et al., 2004).

Einschrankend ist zu beachten, dass die Depolarisation der mitochondrialen Membran kein
Alleinstellungsmerkmal fir Apoptose darstellt und insbesondere in unbekannten
Zusammenhangen nicht als universeller Apoptosemarker dienen kann (Gyulkhandanyan et
al., 2017). In den zu Anfang genannten Studien zur Thrombozytenapoptose wurde der Zelltod
durch chemische oder mechanische Reize gezielt ausgeldst, woraufhin eine Abnahme des
Mmps und konsekutiv weitere Apoptosemarker beobachtet werden und der Apoptose sicher
zugeordnet werden konnten (Leytin, 2012; Leytin et al., 2004). In einer anderen
Untersuchung von Gyulkhandanyan et al. hingegen flihrte die Behandlung von
Thrombozyten mit Valinomycin zwar auch zu einer starken Depolarisation der
mitochondrialen Innenmembran, es folgten aber keine weiteren Manifestationen der
Apoptose (Gyulkhandanyan et al., 2017).

Die hohe Rate an Annexin-positiven apoptotischen Populationen bei Patientinnen mit
schwerer PE in dieser Arbeit machen die Vermutung, dass der zusétzlich niedrige Mmp-
Index ein friihes apoptotisches Stadium in der Patientinnenpopulation mit Praeklampsie
anzeigt, dennoch wahrscheinlich. Auch Grundler et al. vermuteten in ihrer Sepsis-Studie,
dass das verminderte Mmp, die durch eine verminderte Expression von Bcl-xL angezeigte
Apoptose in Thrombozyten und die niedrigen Thrombozytenzahlen nicht zufallig gemeinsam
im septischen Milieu auftraten (Grundler et al., 2014). Wie bereits erortert, ist auch an der
PE in geringerem MaRe ein inflammatorisches Milieu beteiligt. Zusétzlich konnte auch in
Zellen der Plazentae praeklamptischer Frauen im Rahmen mitochondrialer Dysfunktion
bereits eine erhohte Anfalligkeit fir Apoptose gezeigt werden: Vishnyakova et al. wiesen

erhohte Level des spannungsabhdngigen lonenkanals VDACL1 nach (Vishnyakova et al.,
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2016), der als Regulator der mitochondrialen Permeabilitat als Schlisselprotein des

mitochondrialen Apoptosewegs gilt (Shoshan-Barmatz et al., 2010).

Um Fehleinschatzungen in der Untersuchung apoptotischer Zellen zu minimieren, sollte
gemal des Internationalen Nomenklatur-Komitees fir Zelltod (NCCD), wo immer mdéglich,
eine Erhebung mindestens zweier Apoptosemarker erfolgen (Kroemer et al., 2009). Eine
Kombination des Mmp-Index mit anderen friihen ,,Up-Stream-Apoptosemarkern® wie
Proteinen der Bcl-2-Familie, Cytochrom C oder der Initiatorcaspase 9 (Gyulkhandanyan et
al., 2012) konnte in zukunftigen Untersuchungen daher sinnvoll sein, um der Vermutung
weiter nachzugehen, dass der verminderte Mmp-Index insbesondere in Annexin-negativen

Thrombozyten ein friihes apoptotisches Stadium anzeigen konnte.

5.5 Dynamik des Mmp-Index

Aus einer erneuten Erhebung des Mmp-Index bei PE-Patientinnen nach der Entbindung ging
hervor, dass sich der Wert im Durchschnitt bereits 2,4 Tage postpartal wieder auf das Niveau
der gesunden schwangeren Kontrollprobandinnen erholt hatte. Dies unterstreicht zum einen
die hohe Dynamik des Markers und bestarkt zum anderen die Vermutung, dass tatséchlich
das durch den pathologischen Schwangerschaftsverlauf entstandene PE-Milieu im
mutterlichen Organismus ursachlich fir die mitochondriale Stressreaktion ist. Es ist gut
denkbar, dass Faktoren, die in Zusammenhang mit der geschadigten Plazenta in die Blutbahn
ausgeschittet werden und dort bis wenige Tage nach Entbindung zirkulieren, eine
systemische mitochondriale Stressreaktion ausldsen kdnnen. Auch ein erhéhter sFlt-1/PIGF-
Quotient, der bei PE bekanntermaRen infolge der plazentaren Ischdmie vermehrt freigesetzt
wird (Rana et al., 2022), normalisiert sich typischerweise innerhalb von zwei bis drei Tagen
nach der Entbindung (Maynard et al., 2003).

Der Mmp-Index war dariiber hinaus nicht nur bei Patientinnen mit schwerer PE niedriger als
bei nicht schwer betroffenen Frauen, sondern verénderte sich in den Verlaufsmessungen von
drei Probandinnen auch dynamisch: Bei einer Patientin, deren klinischer Zustand uber zwei
Tage stabil blieb, &nderte sich der Mmp-Index von einem Tag auf den néchsten nur magig.
Eine andere Patientin erfuhr unter Verschlechterung ihrer klinischen Situation einen

deutlicheren Abfall des Mmp-Index. Bei einer dritten Patientin stieg der Mmp-Index am
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ersten postpartalen Tag zwar an, erholte sich aber bei noch vorhandenen Symptomen
zundchst nicht vollstdndig. Am dritten postpartalen Tag war der Wert mit Besserung der
Klinischen Situation wieder komplett Uber das Niveau der gesunden schwangeren
Kontrollprobandin gestiegen. Diese Beobachtungen machen deutlich, dass der Mmp-Index
nicht nur die Schwere der Erkrankung abbildet, sondern sich darlber hinaus &uf3erst
dynamisch entsprechend der aktuellen klinischen Situation verhalt und damit potenziell

Informationen zur aktuellen Krankheitsaktivitat liefern konnte.

5.6 Bewertung des Studiendesigns

In den grundlegenden Patientinnencharakteristika bestanden keine unerwarteten
Unterschiede: Thrombozytenzahlen und Alter unterschieden sich nicht signifikant zwischen
Patientinnen mit und ohne PE. Das Gestationsalter war in der PE-Gruppe im Median um 5
Wochen geringer, zeigte aber ebenso wie das Alter keine Korrelation zum Mmp-Index. Der
Blutdruck fiel in der PE-Gruppe erwartungsgemal signifikant hoéher aus, da er das
Hauptkriterium der Diagnose PE darstellt (ACOG Practice Bulletin, 2020). Insgesamt besteht
kein Anhalt dafiir, dass die Ergebnisse trotz der kleinen Fallzahl nicht als grundsatzlich
reprasentativ fir die Gesamtbevolkerung gesehen werden konnten.

Systematische Fehler in Form von Medikamenteninteraktionen wurden ausgeschlossen,
indem die Blutentnahmen vor dem mdglichen Beginn einer medikamentdsen Therapie
durchgefuhrt wurden und Patientinnen mit antiaggregatorischer und sonstiger
thrombozytenwirksamer Medikation von der Studie ausgeschlossen wurden. Auch
Patientinnen ~ mit  Vorerkrankungen  wie  Thrombozytenstérungen,  Diabetes,
Nierenerkrankungen, Erkrankungen von Leber oder Knochenmark oder Zeichen einer
Infektion konnten nicht an der Studie teilnehmen, um das Risiko flr Fehldiagnosen und
Fehlinterpretationen zu minimieren.

Eine grolRe Stérke der hier prasentierten Studie besteht in der Untersuchung lebender,
unfixierter Thrombozyten, die bis zur Blutentahme unmittelbar zuvor dem systemischen
Milieu bei PE ausgesetzt waren und direkt von der Erkrankung mitbetroffen sind. Mit der
Messung des Mmp-Index mittels JC1-Farbung wurde eine unkomplizierte Methodik
verwendet, die sich als diagnostisches Mittel mit schnell verfugbarem Ergebnis tatséchlich

auch fur den klinischen Einsatz eignen kénnte.
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Mit 15 Probandinnen mit PE und ihren zugehdrigen schwangeren und nicht-schwangeren
Kontrollprobandinnen wurde insgesamt nur eine Kkleine Fallzahl an Patientinnen
eingeschlossen. Dass dennoch signifikante Verminderungen im Mmp-Index nachgewiesen
werden konnten, spricht fiur die Starke des untersuchten Effekts. Dennoch ist flr
Folgeuntersuchungen eine hohere Zahl an Patientinnen nétig, um den Effekt zu bestétigen
und Cut-Off-Werte zu etablieren. Auch wurden nur an wenigen Patientinnen mehrere
Verlaufsmessungen durchgefiihrt. Messungen in definierten Zeitabstdnden sind zukiinftig
sinnvoll, um die Dynamik des Markers noch besser beurteilen zu konnen. Wie bereits
erwéhnt, konnte das Einbeziehen zusétzlicher friher Apoptosemarker hilfreich sein, um die
Bedeutung der Membrandepolarisation als friihes Anzeichen fir Apoptose bei PE zu

bestarken.

5.7 Schlussfolgerungen

Der Mmp-Index stellt einen sensitiven Marker fur mitochondrialen Stress und einen friihen
Apoptosemarker in Thrombozyten dar. Die in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse legen
nahe, dass die mitochondriale Dysfunktion bei PE als Zeichen eines friihen
Apoptosestadiums an der Entstehung der Thrombozytopenie beteiligt sein kdnnte und liefern
damit neue zusatzliche Erkenntnisse zur Pathophysiologie der Erkrankung. Es ist
wahrscheinlich, dass Mediatoren im Rahmen des inflammatorischen Milieus bei PE den
mitochondrialen Stress und den mdglichen Zellverlust durch Apoptose auslésen. Der Mmp-
Index spiegelte in unseren Untersuchungen die Schwere der Erkrankung wider und reagierte
zudem in Verlaufsmessungen sensibel und kurzfristig auf Veranderungen der klinischen
Situation der Patientinnen. In Summe konnte sich der Mmp-Index daher als leicht zu
messender, wenig invasiver biologischer Sensor fir den inflammatorischen Status des
gesamten Organismus bei PE eignen und Informationen tber die aktuelle Krankheitsaktivitat
auf Basis von Thrombozyten liefern. Zahlreiche Studien zeigen bereits, dass bei vielen
systemischen Erkrankungen das Ausmal} bioenergetischer mitochondrialer Dysfunktion in
peripheren Blutzellen mit der Schwere der Erkrankung und der Dimension von Schaden in
unterschiedlichen betroffenen Geweben korreliert (Braganza et al., 2020).

Welche Faktoren genau die mitochondriale Stressreaktion in Thrombozyten bei PE ausldsen,

bleibt zu untersuchen.
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6 Zusammenfassung

Die Préeklampsie (PE) stellt eine schwerwiegende Schwangerschaftserkrankung dar, die
weltweit zahlreiche Schwangerschaften verkompliziert und deren einzige kausale Therapie
bis heute in der Entbindung liegt. Ein haufiges Merkmal der PE, das zugleich insbesondere
schwere Falle charakterisiert, ist die Thrombozytopenie. Der genaue Mechanismus hinter
dem Abfall der Thrombozytenzahl ist noch nicht vollstandig geklért. Einzelne Studien fanden
bereits Verénderungen der mitochondrialen Funktionen in Thrombozyten bei PE. Eine
andere Untersuchung bei Patient*innen mit Sepsis — ein Krankheitsbild, das in besonderem
Umfang ebenso mit Thrombozytopenien assoziiert ist — konnte in den Blutpl&ttchen eine
Abnahme des mitochondrialen Membranpotenzials (Mmp) zeigen, die zudem mit Schwere

und Prognose der Erkrankung assoziiert ist.

Daraus ergab sich die Hypothese, dass auch bei Frauen mit PE eine Abnahme des Mmps
vorliegen und an der Entstehung von Thrombozytopenien beteiligt sein konnte. Diese Arbeit
hatte daher zum Ziel, das Mmp in Thrombozyten von Patientinnen mit PE zu untersuchen
und einen moglichen Zusammenhang mit der Schwere der Erkrankung aufzudecken. Dafr
wurden Thrombozyten aus den Blutproben von 15 betroffenen Frauen sowie gesunden
schwangeren und nicht-schwangeren Kontrollprobandinnen isoliert. Anschliefend wurden
die Zellen mit JC-1 geféarbt, um das Mmp in der Durchflusszytometrie messbar zu machen
und als Mmp-Index zu quantifizieren. Zu einem zweiten Zeitpunkt nach der Entbindung
wurde die Messung an den PE-Patientinnen wiederholt und mit weiteren gesunden
schwangeren Kontrollprobandinnen verglichen. Da die Abnahme des Mmps vielfach als
friher Apoptosemarker eingesetzt wird, wurden zur weiteren Einordnung der Ergebnisse
zusétzlich Annexin V und ein P-Selectin-Antikérper als Marker fiir Apoptose und

Aktivierung verwendet.

In dieser Arbeit konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass der Mmp-Index in
Thrombozyten bei Patientinnen mit PE im Vergleich zu gesunden Schwangeren signifikant
vermindert ist — und zwar bereits bei normwertigen Thrombozytenzahlen. Darlber hinaus
konnte der Mmp-Index die Schwere der Erkrankung widerspiegeln und erholte sich nach der
Entbindung binnen weniger Tage auf das Niveau der gesunden schwangeren

Kontrollprobandinnen. Die Ergebnisse sprechen dafir, dass das Milieu im mutterlichen
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System bei einer PE zu mitochondrialer Dysfunktion in peripheren Thrombozyten fiihrt.
Vermutlich ist an dieser mitochondrialen Stressreaktion die erhohte inflammatorische
Aktivitat beteiligt, die inzwischen als wichtiger pathophysiologischer Bestandteil bei PE
verstanden wird. Die Mehrzahl der Patientinnen mit schwerer PE wiesen zusatzlich zum
verminderten Mmp-Index Subpopulationen an Thrombozyten mit apoptotischem Ph&notyp
in der Annexin-V-Messung auf. Es ist daher wahrscheinlich, dass die
Membrandepolarisation ein friihes Apoptosestadium abbildet, das im weiteren Verlauf zum
irreversiblen Zelltod fihren und damit zum pathophysiologischen Verstandnis der
Thrombozytopenie bei PE beitragen kann.

Insgesamt wurde mit dem Mmp-Index erstmals ein wenig invasiver, leicht zu messender und
sensibel reagierender Marker fur mitochondrialen Stress und Apoptose in Thrombozyten bei
Frauen mit PE erhoben. Dabei konnte im Rahmen der Dissertation sowohl die Methodik fr
die Herausforderungen einer zeitgleichen Untersuchung von schwangeren Patientinnen und
Kontrollen etabliert und angepasst werden als auch erstmals auf das Krankheitsbild der
Préaeklampsie angewandt werden. In zahlreichen akuten und chronischen Erkrankungen
konnten bioenergetische Dysfunktionen in den Mitochondrien peripherer Blutzellen bereits
eine Korrelation mit der Schwere der Grunderkrankung und der Dimension von Schaden in
unterschiedlichen betroffenen Geweben zeigen. Dies legt nahe, dass sich der Mmp-Index als
thrombozytenbasierter Marker fir die Krankheitsaktivitat und den inflammatorischen Status
bei PE eignen konnte.

Fur die Zukunft werden umfangreichere Folgestudien, die auf dieser Arbeit aufbauen, mit
hoheren Fallzahlen notwendig sein, um ursdchliche Faktoren fur die Vermittlung der
mitochondrialen Dysfunktion in Thrombozyten zu identifizieren und um Cut-Off-Werte fur

einen moglichen klinischen Einsatz des Mmp-Index zu etablieren.



7 Referenzbereiche der Laborwerte

Proteine im Urin < 150 mg/g Kreatinin
Thrombozytenzahl 150.000-450.000/pul
LDH < 244 U/l

Haptoglobin 30-200 mg/dI

Bilirubin < 1,2 mg/dl

AST 10-35 U/I

ALT 10-35 U/I
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