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1 Zusammenfassung

Das HELLP-Syndrom stellt eine schwere Verlaufsform der Praeklampsie mit typischer
laborchemischer Konstellation dar (H fir Hamolyse = hemolysis, EL fur erhdhte Leberenzymwerte
= elevated liver enzymes und LP fir niedrige Thrombozytenzahlen = low platelets). Die
Pathogenese ist bisher ungeklért. Da die Leber als Hauptschadigungsort beim HELLP-Syndrom
gleichzeitig einen Grofteil der Plasmaproteine produziert und das Blutplasma als
Transportmedium im Koérper Spiegel komplexer Vorgange ist, liegt eine globale Proteomanalyse
des Blutplasmas nahe. Es sollte untersucht werden, ob ein HELLP-spezifisches Proteinprofil
erstellt werden kann.

In dieser Arbeit wurden Plasmaproben von HELLP-Patientinnen und von gesunden Schwangeren
mit Hilfe der zweidimensionalen Gelelektrophorese untersucht. Von den eingeschlossenen
Patientinnen wurde zu zwei Zeitpunkten Blut abgenommen, zum einen bei Diagnosestellung des
HELLP-Syndroms beziehungsweise kurz vor der Entbindung (t1), zum anderen nach der
Entbindung (t2). In der Gelanalyse konnten differentiell exprimierte Gelbereiche zwischen
HELLP-Patientinnen und der Kontrollgruppe detektiert werden und somit ein Referenzgel
generiert werden. Dieses Referenzgel stellt ein fur das HELLP-Syndrom typisches Proteinprofil
dar.

Eine densitometrische Analyse der differentiell exprimierten Gelbereiche wurde vorgenommen.
Diese ermdéglichte aufgrund von Dichteberechnungen der verschiedenen Proteinspots einen
Vergleich und eine statistische Analyse der Gelbereiche. Im Referenzgel konnten sechs
Expressionsveranderungen als signifikant bestatigt werden. Diese Proteinspots wurden daraufhin
aus den Gelen herausgepickt und mit Hilfe der Massenspektrometrie identifiziert. Dies ergab
folgende Proteine, welche sich beim HELLP-Syndrom signifikant unterscheiden im Vergleich zu
einer gesunden Schwangerschaft: Inter-alpha-Trypsin-Inhibitor H4, Kininogen 1, Fibrinogen
gamma, Transthyretin, Haptoglobin und Serum Amyloid A. Der auffélligste Unterschied war die
klare Uberexpression einer Spotgruppe im Bereich von 12 kDa in der Mehrzahl der HELLP-Gele.
Die Spots bei 12 kDa wurden als Serum Amyloid A (SAA) identifiziert, die Uberexpression in
einem ELISA-Test gegen humanes SAA validiert und quantifiziert. Es konnte eine signifikante
Uberexpression von SAA bei HELLP-Patientinnen im Vergleich zur gesunden Kontroligruppe
bestatigt werden. Die SAA-Werte in der HELLP-Gruppe liegen ausnahmslos Uber 3,51 mg/l,
wahrend samtliche SAA-Werte der Kontrollgruppe kleiner als 3,51 mg/l sind. Es kann somit eine
klare Trennungslinie zwischen der pathologischen und der physiologischen Gruppe gezogen

werden.



Mit diesen Ergebnissen ist es nun moglich, die klinische Anwendbarkeit von SAA als einen Marker
von einer HELLP-spezifischen Marker-Signatur in longitudinalen Studien mit héherer Fallzahl zu
priifen. Die Quantifizierung der Uberexpression von Inter-alpha-Trypsin-Inhibitor H4, Kininogen 1,
Fibrinogen gamma und Transthyretin ist erforderlich, um diese gegebenenfalls als weitere
Komponenten einer HELLP-spezifischen Marker-Signatur zu erganzen. Eine so generierte
Marker-Signatur kénnte daraufhin auf ihren klinischen und praklinischen Vorhersagewert fir das

HELLP-Syndrom getestet werden.



2 Einleitung

2.1 Das HELLP-Syndrom

Das HELLP-Syndrom ist eine schwere und lebensbedrohliche Verlaufsform hypertensiver
Schwangerschaftserkrankungen und wird als Komplikation einer Praeklampsie angesehen. Bei
der Praeklampsie entwickelt sich eine schwangerschaftsassoziierte Hypertonie und Proteinurie
typischerweise ab der 20. Schwangerschaftswoche. Das klassische Leitsymptom des
HELLP-Syndroms ist der rechtsseitige Oberbauchschmerz. Zuséatzlich kann es =zu
Kopfschmerzen, Ubelkeit und Erbrechen kommen. Namensgebend fiir das HELLP-Syndrom war
die mit den Symptomen einhergehende typische laborchemische Trias aus Hdmolyse (hemolysis),
Erhéhung der Leberenzyme (elevated liver enzymes) und Thrombozytopenie (low platelet count)
[191,222]. Mit dieser Begriffspragung gelang Weinstein 1982 ein entscheidender Fortschritt in der
Diagnostik des HELLP-Syndroms, welche durch die Vielgestaltigkeit der Symptome und den
unkalkulierbaren Verlauf erschwert ist.

Die Inzidenz des HELLP-Syndroms liegt bei 0,17 - 0,85% aller Lebendgeburten [169]. Die
Symptome treten typischerweise im dritten Trimenon der Schwangerschaft auf, im Median in der
33. Schwangerschaftswoche. Einzelfélle mit einem friheren Auftreten zwischen der 18. und der
26. Schwangerschaftswoche sind beschrieben, jedoch meist assoziiert mit zusétzlichen
Erkrankungen, zum Beispiel dem Antiphospholipid Syndrom [25,206].

In 70% der Falle entwickelt sich ein HELLP-Syndrom antepartum, davon 10% vor der 27.
Schwangerschaftswoche, 70% zwischen der 27. und der 37. Schwangerschaftwoche und 20%
nach der 37. Schwangerschaftswoche. In 30% der Falle tritt das HELLP-Syndrom postpartal
innerhalb der ersten sechs Wochenbetttage auf [139]. Das postpartale HELLP-Syndrom
entwickelt sich vorwiegend im Anschluss an Termingeburten und geht haufig mit schweren
Komplikationen einher. In 10 - 15% der Falle kann das HELLP-Syndrom mit einer Eklampsie
gemeinsam auftreten. In einer Studie von Cavkaytar et al. wurden in 52% der HELLP-Patientinnen
Vorboten eines tonisch-klonischen Krampfens in Form von starken (meist frontalen)
Kopfschmerzen, Flimmern vor den Augen, neblig doppeltem oder verschwommenem Sehen,
Ubelkeit und Erbrechen beschrieben [32].

Ein spezifisches Risikoprofil fir das Auftreten eines HELLP-Syndroms ist nicht bekannt. Der Anteil
der Erstgebarenden wird mit 60% angegeben, wobei das mittlere Lebensalter bei Erkrankung 26 +
6 Jahre betragt [71].



211 Die Klinik des HELLP-Syndroms

Symptome

Das Leitsymptom des HELLP-Syndroms ist der epigastrische beziehungsweise rechtsseitige
Oberbauchschmerz. Ihm entspricht eine starke Druckdolenz im rechten oberen Quadranten des
Abdomens. Laut Sibai geben 40 - 90% der Patientinnen rechtsseitige Oberbauchbeschwerden an.
Weitere typische Symptome sind Bluthochdruck (82 - 88%) und die durch eine starke Proteinurie
(86 - 100%) bedingte Odementwicklung. In 29 - 84% klagen die Patientinnen tiber Ubelkeit und
Erbrechen, 33 - 61% geben Kopfschmerzen an [191].

Als ,interdisziplindre Herausforderung“ wird das HELLP-Syndrom von Rath bezeichnet [167]. Er
weist damit auf differentialdiagnostische Probleme hin, die sich in der Abgrenzung zu
gastrointestinalen Erkrankungen und Lebererkrankungen, beispielsweise der akuten
Schwangerschaftsfettieber, dem Zieve-Syndrom, der akuten Virushepatitis oder der
intrahepatischen Schwangerschaftscholestase ergeben. Weiterhin nennt er als wichtige
Differentialdiagnose hamatologische Erkrankungen, insbesondere thrombotische
Mikroangiopathien. Hierbei wird die Abgrenzung zu ebenfalls lebensbedrohlichen Erkrankungen,
wie der thrombotisch-thrombozytopenischen Purpura (TTP) und dem hamolytisch-uramischen
Syndrom (HUS) besonders hervorgehoben. Auch der systemische Lupus Erythematodes (SLE)
als Autoimmunerkrankung, bei der es in 2,8 - 25% der Falle zu einer Pfropfpraeklampsie wahrend
der Schwangerschaft kommen kann, ist vom HELLP-Syndrom zu unterscheiden [143].

Diese Unterscheidung kann ebenso schwierig wie wichtig sein, da sich verschiedene klinische
Konsequenzen ergeben. Beispielsweise werden eine schwere Praeklampsie, ein
HELLP-Syndrom und eine akute Schwangerschaftsfettleber grundsatzlich durch die Entbindung
therapiert. Dagegen ist bei einer thrombotisch-thrombozytopenischen Purpura, einem
h&molytisch-urdmischen Syndrom oder einem exazerbierten systemischen Lupus Erythematodes

die Erhaltung der Schwangerschaft méglich [192].

Der Verlauf des HELLP-Syndroms ist unkalkulierbar. Einerseits kann es in 20 - 40% der Falle zu
einer Ruckbildung beziehungsweise einem intermittierenden Verlauf mit wiederholten
HELLP-Schiiben kommen. Andererseits kann sich aus initialem Wohlbefinden der Schwangeren
innerhalb weniger Stunden ein dekompensierter Zustand mit Stérung der Globalgerinnung und

Multiorganversagen entwickeln [191].



Die hohe Komplikationsrate fihrt zu einer miitterlichen Mortalitatsrate von bis zu 24% [139]. Als
schwere miitterliche Komplikationen sind zerebrale Blutungen, die Eklampsie, die akute
Niereninsuffizienz, das Lungenédem und die Leberruptur zu nennen. Auch die kindliche
perinatale Mortalitdtsrate von bis zu 70% ist stark erhéht und beruht vor allem auf der
Frihgeburtlichkeit und damit verbundener Unreife der Neugeborenen. Daraus ergeben sich
Komplikationen wie das ARDS (acute respiratory distress syndrome), bronchopulmonale

Dysplasien, intrazerebrale Hdmorrhagien und nekrotisierende Enterokolitiden [100].

Diagnostik

Die Diagnosestellung eines HELLP-Syndroms ist derzeit erst im klinischen Stadium mdglich. Sie
ergibt sich neben den klinischen Symptomen aus dem Nachweis der laborchemischen Trias aus
Hamolyse, Transaminasenanstieg und Thrombozytopenie. Fir die frilhe Erkennung der
Hamolyse gilt das Absinken des Haptoglobin-Levels als empfindlichster Marker [223]. Dem
Thrombozytenabfall geht meist der Anstieg der Leberenzyme ALAT und ASAT im Blut voraus
[169].

Bildgebende Verfahren wie Ultraschall und die Computertomographie werden zur Diagnostik der
Leberveranderungen, insbesondere zur Erfassung von subkapsularen Leberhamatomen sowie
anderer Komplikationen eingesetzt. Eine Leberpathologie wurde bei 64% von 14 systematisch
mittels CT untersuchten Frauen festgestellt, von denen wiederum 89% entweder gleichzeitig
Aszites oder einen Pleuraerguss aufwiesen [185].

Martin et al. haben den Thrombozytenabfall als Indikator fir den Schweregrad der Erkrankung
beschrieben [133]. Als Schweregrad | wurden Falle definiert, bei denen die Thrombozytenzahl
unter 50000/ul® abfiel, bei Schweregrad Il liegt die Thrombozytenkonzentration zwischen
50000/pl* und 100000/pl® und bei Schweregrad Ill zwischen 100000/pl* und 150000/pl°. Die
schwersten mutterlichen Komplikationen wurden in Féllen der Kategorie | beobachtet. Barton et al.
wiederum konnten keine Korrelation zwischen dem Schweregrad der Laborveranderungen und
der Auspragung von histopathologischen Verdnderungen in der Leber nachweisen [20].

Es existieren somit weder préklinische diagnostische Marker, noch ist wéhrend des frihen
klinischen Stadiums eine verldssliche Aussage Uber den Verlauf und somit die Prognose des
HELLP-Syndroms mdglich.



Therapie

Aufgrund der unklaren Pathogenese existiert fir das HELLP-Syndrom keine Kausaltherapie.

Der klinische Verlauf des HELLP-Syndroms ist unvorhersehbar. Meist kommt es zur schrittweisen,
in manchen Féllen jedoch auch zu einer plétzlichen und rapiden Verschlechterung des Zustandes
von Mutter und Fet. Aus diesem Grund sollten alle Schwangeren bereits bei Verdacht auf ein
HELLP-Syndrom umgehend hospitalisiert und in einem Perinatalzentrum Gberwacht werden.
ErstmalRnahmen bestehen in einer schonenden Blutdrucksenkung (Dihydralazin intravenés, bei
Unvertraglichkeit oder Nebenwirkungen auch Metoprolol) und einer Eklampsie-Prophylaxe
(Magnesiumsulfat intravends).

Das geburtshilfliche Vorgehen beim HELLP-Syndrom wird kontrovers diskutiert. Typischerweise
klingen die Symptome nach der Entbindung ab. Eine Ausnahme bildet hierbei natirlich das
postpartale HELLP-Syndrom. Aus diesem Grund wird auf der einen Seite fiir eine sofortige
Schwangerschaftsbeendigung pladiert, um damit vor allem mditterliche Komplikationen zu
vermeiden. Andererseits wird besonders in frilhen Schwangerschaftswochen (< 32. - 34. SSW)
eine konservative Therapie unter engmaschiger Kontrolle in einem Perinatalzentrum angestrebt,
um die fetale Organreife zu erreichen. Eine antenatale Kortikosteroid-Therapie hat sich als
effektive Methode zur Verbesserung des miitterlichen und fetalen Outcomes etabliert. Auf
kindlicher Seite wird dadurch vor allem die Lungenreife induziert, was einen wesentlichen Einfluss
auf das fetale Outcome hat [6]. Diese konservative Therapie ist nur vertretbar bei stabiler Situation
der Mutter und des Feten, wenn keine Anhaltspunkte fiir eine disseminierte intravasale Gerinnung
(DIC) bestehen und unter engmaschigem Monitoring in einem Perinatalzentrum, das neben
erfahrenen Geburtshelfern Uber ebenso erfahrene Neonatologen und Andasthesisten verfiigt.
Meist wird die Schwangerschaft durch eine Sectio beendet, aber auch eine vaginale Entbindung
ist méglich.

Eine postpartale Dexamethason-Therapie zur Reduktion der mutterlichen Morbiditat hat keine
Wirkung gezeigt, wie neueste Studien ergaben [97].

Martin et al. zeigten, dass bei einem postpartalen HELLP-Syndrom respektive bei Persistenz der
Symptome Uber 72 Stunden postpartal die Plasmapherese eine Therapieoption darstellt [134].
Dabei werden etwa zwei Liter des miutterlichen Plasmas unspezifisch abfiltriert und mit der

gleichen Menge Frischplasma ersetzt. Dadurch kommt es zur Regredienz der Symptome.
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2.1.2 Pathogenetische Ansitze

Die Pathogenese des HELLP-Syndroms ist bislang ungeklart. Das HELLP-Syndrom wird als eine
besonders schwere, lebensbedrohliche Auspragungsform der Praeklampsie angesehen [169].
Obwohl heute die Pathophysiologie der Praeklampsie zum grofRen Teil verstanden ist, bleibt die
Atiologie dieser Erkrankung jedoch ebenfalls unklar. Im Folgenden werden die derzeit diskutierten

atiologischen Ansatze der Praeklampsie und des HELLP-Syndroms aufgefiihrt.

Um die Pathologie zu verstehen, ist die Kenntnis der Physiologie von grof3er Bedeutung.
Deswegen sollen hier einige einleitende Worte tUber die gesunde Schwangerschaft vorangestellt
werden.

Wahrend der normalen Schwangerschaft finden Anpassungsvorgdnge des Kreislaufs statt, um
den miutterlichen und kindlichen Anforderungen an den Metabolismus gerecht zu werden.
Wahrend das miutterliche Herz-Zeit-Volumen sowie das Plasmavolumen ansteigen, kommt es zu
einem leichten Abfall des GefdRwiderstandes und des arteriellen Blutdrucks. Durch die Reduktion
des renalen Gefasswiderstandes ist der renale Plasmafluss erhéht. Weiterhin findet sich eine
verminderte Ansprechbarkeit der Druckrezeptoren und eine verminderte Gefaldreaktivitdt auf
vasokonstriktorische Reize wie zum Beispiel durch a-adrenergische Agonisten oder Angiotensin Il
(ANGII) [38].

Bei der Préaeklampsie sind diese Mechanismen entgegengesetzt. Es kommt zu einem Anstieg des
Gefasswiderstandes und des Blutdrucks, der renale Plasmafluss ist reduziert. Weiterhin weisen
die Druckrezeptoren eine erhdhte Reaktivitdt gegeniiber vasokonstriktorischen Reizen auf.

Die Ursachen dieser Verédnderungen bei der Praeklampsie sind unklar. Es werden verschiedene

Ansatze und Beobachtungen diskutiert.

Genetische Disposition

Das Wiederholungsrisiko eines HELLP-Syndroms bei einer folgenden Schwangerschaft liegt laut
Isler et al. bei 19 - 27% [89]. Ein 4- beziehungsweise 6-fach erhéhtes Praeklampsierisiko bei
Frauen mit vorbelasteter Mutter beziehungsweise Schwester im Vergleich zu Schwangeren mit
unauffalliger Familienanamnese legt eine familidre Disposition nahe [27].

Bereits im Jahre 1968 wurde von Chesley et al. eine grof3e epidemiologische Studie vorgestellt,
welche genetische Auslser der Praeklampsie postulierte [33]. Sie zeigte, dass in 26% der ersten

Schwangerschaft von Téchtern und in 25% der ersten Schwangerschaft der Enkelinnen von
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amerikanischen Frauen, die selbst eine Praeklampsie entwickelten, ebenfalls eine Praeklampsie

auftrat, dagegen aber nur in 8% der Schwiegertdchter.

Man konnte bei Praeklampsie-Patientinnen genetische Mutationen nachweisen, zum Beispiel
eine Haufung von HLA-DR 1,3 und 4. Individuen mit diesen HLA-Allelen werden als
»high-TNF-Responder® bezeichnet. Sie reagieren auf entsprechende Stimuli mit einer
gesteigerten TNF-Produktion [99]. TNFa ist ein Zytokin, welches in lokale und systemische
Entzindungen involviert ist. Es wird hauptséchlich von Makrophagen ausgeschittet, kann aber
auch von anderen Zellen, zum Beispiel von Endothelzellen, gebildet werden. Seine wichtigste
Funktion ist die Regelung der Aktivitdt verschiedener Immunzellen. TNF kann Apoptose,
Zellproliferation, Zelldifferenzierung und die Ausschittung anderer Zytokine anregen. Die
Regulationsmechanismen sind &ufierst komplex, ebenfalls die Wirkung auf die verschiedenen
Organsysteme. In der Leber bewirkt es zum Beispiel die Bildung von Akute-Phase-Proteinen, auf
Makrophagen wirkt es Phagozytose-stimulierend, und auf neutrophile Granulozyten
migrationsfordernd [79].

Weiterhin wurden Mutationen im Angiotensin II-Rezeptor [41,103], Mutationen des
Angiotensinogengens [221], sowie des NO-Synthasesystems untersucht, insbesondere die in
Endothelzellen gebildete eNO-Synthase (eNOS). Man nimmt an, dass ein erh&htes
Praeklampsierisiko bei Patientinnen mit vorbelasteten Geschwistern auf einem Polymorphismus
innerhalb des Chromosoms 7q36 (Intron 13) beruhen kénnte, welches der Lokalisation des
eNOS-Gens entspricht [12,188]. Bei HELLP-Patientinnen wurde eine erniedrigte Expression der

NO-Synthase in der Plazenta nachgewiesen [208].

Von unmittelbar klinischer Relevanz ist die Beobachtung, dass mitterliche Erkrankungen, die mit
einer  Kapillarschadigung einhergehen,  wie Bluthochdruck, Diabetes  mellitus,
Nierenerkrankungen und Gerinnungsstdrungen, das Risiko einer Praeklampsie erhéhen [119].
Sowohl vererbte (Faktor-V-Leiden-Mutation, Prothrombin-20210-Mutation,
Methylentetrahydrofolat-Reduktase-677-(MTHFR)-Mutation,  Protein-S-,  Protein-C-  und
Antithrombin-lll-Mangel), als auch erworbene (Antiphospholipid-Syndrom mit Lupus
antikoagulans- und/oder Antikardiolipin-Antikbrper)  Gerinnungsstérungen werden als
pradisponierende Faktoren fir die Entwicklung einer Praeklampsie beschrieben [17].
Darlberhinaus wird bei Frauen, die an einer APC-Resistenz (activated protein C resistance)
leiden, vermehrt ein HELLP-Syndrom beobachtet [107].
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Diese beobachteten Stérungen des Gerinnungssystems lassen sich jedoch auf molekularer
Ebene nicht klar nachvollziehen. Die Studienlage auf diesem Gebiet ist kontrovers. Einige
Gruppen konnten den Zusammenhang zwischen Mutationen im MTHFR-Gen und dem Auftreten
einer Praeklampsie darlegen [69,109,202], andere aber nicht [34,94,111,112,164,165].
Vergleichbares gilt fur Untersuchungen zur Assoziation der Praeklampsie und der
Faktor-V-Leiden-Mutation [26,51,142,151,160] und zu Mutationen im Prothrombin-Gen
[81,109,125,126].

Plazentare Hypoxie durch inaddquate Trophoblastinvasion

Im Rahmen der Umwandlung des uteroplazentaren Gefalibettes wahrend des ersten und zweiten
Trimenons kommt es zur Invasion extravilléser fetaler Trophoblastzellen in die Gefallwand der
muitterlichen Spiralarterien. Dadurch werden die muskuldren, elastischen und nervalen Zellen der
GefélRwand durch extravillése Trophoblastzellen und Fibrinoid ersetzt. Durch die Dilatation der
Endstrecken der uteroplazentaren Arterien kommt es zur maximalen Durchblutung des
intervilldsen Raums der Plazenta bei geringem Perfusionsdruck [85,200]. Dies ist wichtig, da der
maternale intervilldse Blutdruck physiologischerweise den Druck in den Plazentazotten nicht
Ubersteigen soll, um deren Kompression mit dem nachfolgenden fetoplazentaren
Widerstandsanstieg zu vermeiden. Als Folge der schwangerschaftsbedingten Invasion der
GefadlRwand durch extravillése Trophoblastzellen steht das uteroplazentare Gefallbett nicht mehr
unter der vasomotorischen Kontrolle der Mutter. Die Plazenta wird somit unabhangig von
Zentralisierungsversuchen des mitterlichen Kreislaufs stets adéquat versorgt [17].

Als initiales Ereignis in der Pathogenese der Praeklampsie flihren die meisten Autoren die
inadaquate endovaskulare Trophoblastinvasion mit daraus resultierender plazentarer Hypoxie an
[17,168]. Bereits 1972 beschrieben Brosens et al. eine inaddquate Umwandlung der dezidualen
und myometranen Segmente der Spiralarterien in Niederdruckgefalie [28]. Dadurch kommt es zu
einer Beeintrachtigung der uteroplazentaren Durchblutung wahrend der Phase der
JArterialisierung“ der Plazenta zwischen der 12. bis 18. Schwangerschaftswoche. Das klinische
Resultat kann eine fetale Wachstumsretardierung sein. Bereits ab der 16.
Schwangerschaftswoche ist dopplersonographisch ein enddiastolischer Flussverlust oder ein
reverser enddiastolischer Fluss in der Arteria umbilicalis nachweisbar. Diese Feten sind mit einer

hohen perinatalen Mortalitédt und Morbiditat behaftet.
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Als Ursachen dieser mangelhaften Trophoblastinvasion werden einerseits eine Stérung der
invasiven Potenz extravilldser Trophoblastzellen, andererseits eine Uberschiellende mitterliche
Abwehrreaktion diskutiert [174].

Immunologische Ansiatze

Synzytiotrophoblastzellen exprimieren HLA-G (human leucocyte antigen G), eine Variante der
Histokompatibilitatsantigene. Vermutlich spielt diese HLA-G-Expression eine wichtige Rolle in der
Induktion der mutterlichen Immuntoleranz gegeniiber der Einheit Fet/Plazenta [174]. Extravillése
Trophoblastzellen von Patientinnen mit Praeklampsie/Eklampsie exprimieren vermindert das
HLA-G-Protein auf ihrer Oberfliche. Die Folge davon ist eine Antwort des miutterlichen
Immunsystems, es kommt zur Apoptose anstelle der Proliferation und Differenzierung der

invasiven Spiralarterien [226].

Ein anderer auslésender Mechanismus der Uberschiellenden miutterlichen Abwehrreaktion
kénnten deportierte Membranbestandteile des Synzytiotrophoblasten oder fetale Zellen sein, die
Uber einen veranderten maternofetalen Austausch Uber die Plazenta in die mutterliche Zirkulation
gelangen [83,102].

Dies bringt den Feten unausweichlich in Kontakt mit immunkompetenten Zellen der Mutter, es
kommt zu direkten fetomaternalen Interaktionen [194]. Im dritten Trimenon der Schwangerschaft
ist eine Aktivierung mutterlicher Leukozyten im peripheren Blut messbar. Lésliches HLA-Antigen
fetaler Herkunft (sHLA-DR) verbindet sich mit diesen aktivierten Immunzellen und fiihrt so zu einer
matterlichen Immunantwort auf den Feten. Da sHLA-DR-Molekiile eine Apoptose induzieren
kénnen, ist ein niedriges sHLA-DR-Level fiir das fetomaternale Immungleichgewicht von
Bedeutung. Beim HELLP-Syndrom wurden erhéhte Plasmakonzentrationen von sHLA-DR
nachgewiesen. In diesem Sinne ware das HELLP-Syndrom als akute AbstoRungsreaktion des

fetalen ,Transplantates® zu betrachten [203].

Dadurch kénnen immunologische Vorgdnge initiert werden, welche eine Freisetzung
proinflammatorischer Zytokine wie TNFa und IL-6 zur Folge hat. Es wurde nachgewiesen, dass
die TNFa- und IL-6-Konzentrationen im Serum von Schwangeren mit Préeklampsie im Vergleich
zu unauffélligen Schwangeren doppelt so hoch sind [110,217].

TNFa fihrt zu einer vermehrten Freisetzung vom vasokonstriktorisch wirkenden Endothelin aus
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dem Endothel fihrt und zu einer Verminderung der Acetylcholin-induzierten Vasodilatation
[132,220]. Im Tierversuch wurde gezeigt, dass TNFa zu einer Downregulation der Expression der
endothelialen NO-Synthase-mRNA fihrt [230].

Andererseits haben Studien gezeigt, dass zwischen den Plazenten von préaeklamptischen und
gesunden Schwangeren keine signifikanten Unterschiede der Konzentrationen von TNFa, IL-6
und TNFa-mRNA bestehen [21]. Somit ist davon auszugehen, dass andere Quellen fir die
erhdéhten TNFa- und IL-6-Konzentrationen im mutterlichen Blut bei der Praeklampsie vorhanden
sein mussten.

Die Bedeutung einer generellen Aktivierung des Immunsystems der Mutter wird durch zahlreiche
Untersuchungen gestitzt [49,172,193]. Bisher konnten daraus jedoch keine kausalen
Ruckschlisse gezogen werden. Epidemiologische Studien legen die Vermutung nahe, dass eine
immunologische Maladaptation der Mutter an die Schwangerschaft respektive den Feten der

Auspragung einer Praeklampsie zugrunde liegt [48].

Wallukat et al. wiesen Autoantikérper bei der Praeklampsie nach, die an den AT1-Rezeptor
binden und dort die Wirkung des Angiotensin Il imitieren [218]. Angiotensin Il nimmt die
Schlisselposition im Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) ein. Das RAAS ist fir die
Aufrechterhaltung des Blutdrucks und zur Regulierung des Wasserhaushaltes zusténdig.
Angiotensin Il fuhrt unter anderem zur Vasokonstriktion und hat einen permeabilisierenden Effekt

auf das Endothel. Nach der Schwangerschaft sind diese Antikérper nicht mehr nachweisbar.

Angiogenetische Faktoren

Maynard et al. wiesen nach, dass die Isliche fms-like Tyrosinkinase 1 (sFlt1) in Plazenten von
Frauen mit Praeklampsie vermehrt exprimiert wird [136]. Die 16sliche fms-like Tyrosinkinase 1 ist
ein antiangiogenetisches Protein, welches antagonistisch zu PIGF (placental growth factor) und
VEGF (vascular endothelial growth factor), beides proangiogenetische Proteine, wirkt. Maynard et
al. wiesen neben einer erhdhten Konzentration von sFIt1 im mautterlichen Blut von
préaeklamptischen Patientinnen ebenfalls erniedrigte Werte von VEGF und PIGF nach. Sie
vermuteten, dass sFit1 in der mutterlichen Zirkulation freies (aktives) VEGF und PIGF bindet und
somit zu einem Ungleichgewicht zwischen pro- und antiangiogenetischen Faktoren flhrt, was zu
préaeklamptischen Symptomen fiihrt. Tatséchlich fihrte die Gabe von sFIt1 bei schwangeren

Ratten zu Hypertension, Proteinurie und glomeruldren endothelialen Schaden.
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Karumanchi und seine Arbeitsgruppe wiesen vor kurzem ein weiteres antiangiogenetisches
Protein nach, welches im Serum von praeklamptischen Frauen nachweisbar ist, ndmlich Endoglin
[215]. Endoglin wird ebenfalls in der Plazenta gebildet und auch als |18slicher TGF- (transforming
growth factor) Korezeptor bezeichnet. Endoglin soll die Bindung von TGF-31 zu endothelialen
Rezeptoren beeinflussen und somit die endotheliale NO-Synthase-vermittelte Vasodilatation
vermindern.

Im Tierexperiment wurde durch die gemeinsame Gabe von sFIt1 und Endoglin das Bild einer
schweren Praeklampsie bis zum HELLP-Syndrom ausgeldst.

Andererseits konnte eine kirzlich publizierte Studie keine sigifikante Expressionszunahme im
Transkriptom von Angiogenese-regulierenden Genen (Endoglin, Flt1, VEGF und PIGF) in

Plazentagewebe bei Praeklampsie nachweisen [207].

Levine et al. haben nun verschiedene angiogenetische Proteine (Endoglin und sFIt1:PIGF-Ratio)
in einer Fall-Kontroll-Studie auf die Vorhersagbarkeit einer Prédeklampsie getestet. Sie konnten
bereits zwei bis drei Monate vor der klinischen Manifestation einer Praeklampsie erhohte
Endoglinwerte nachweisen [120]. Dabei konnten sie besonders schwere Verldufe wie das
HELLP-Syndrom schon in der 17. - 20. Schwangerschaftwoche durch signifikant erhdhte
Endoglin-Werte herausfiltern.

Die WHO (World Health Organisation) pruft derzeit in einer grolRen prospektiven
Beobachtungsstudie die Aussagekraft von sFlt1, Endoglin und PIGF zur Vorhersage der

Praeklampsie [122].

Apoptose

Die Apoptose spielt beim physiologischen Alterungsprozess der Plazenta, insbesondere im
Trophoblasten der Plazentazotten, eine Rolle [16,200]. Durch Steuerung von Proliferation,
Differenzierung und Apoptose wird die Funktion des Zytotrophoblasten erhalten [85,154].

Bei TerminlUberschreitung steigt die Zahl der apoptotischen Kerne im villdsen Trophoblasten an.
Bei intrauteriner Wachstumsretardierung wurde eine deutlich héhere Anzahl von apoptotischen
Zellkernen im villdsen Trophoblasten nachgewiesen als bei unkomplizierten Schwangerschaften
[15,199]. Weiterhin wurde in den Plazenten von Patientinnen mit hypertensiven
Schwangerschaftserkrankungen eine erhéhte Apoptoserate und eine verminderte Expression des

Apoptoseinhibitors Bcl-2 festgestellt [233].
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Bei der Praeklampsie wurde eine vermehrte Apoptose im Trophoblasten, sowie verschiedene
Apoptose-regulierende Zytokine und Wachstumsfaktoren nachgewiesen [153]. Hierbei ist das
Fas/Fas-Ligand-System hervorzuheben. Es ist eines der wichtigsten Mechanismen bei der
Apoptose. Fas und Fas-Ligand (FasL) werden sowohl von Immunzellen wie T- und
B-Lymphozyten, als auch von Nicht-Immunzellen wie Trophoblastzellen exprimiert. Beides sind
transmembrandse Proteine der TNFa-Rezeptor-Familie. Fas (CD95) ist ein Typ I-Membranprotein
mit einer Masse von 45 kDa, das zur TNF-Rezeptor-Familie gehdrt. FasL hingegen ist ein Typ
[I-Membranprotein von 37 kDa, welches zur TNF- und CD40-Ligandenfamilie gehért [150]. Die
Bindung von FaslL an den Fas-Rezeptor 16st eine kaskadenartige Aktivierung von intrazellularen
Proteasen, den Caspasen, aus, an deren Ende der apoptotische Zelltod steht [14]. Im Gegensatz zum

FasL ist CD95 (Fas) ist in vielen Geweben exprimiert.

Es konnten signifikant erhdhte Werte von I6slichem CD95 (Fas) im Serum von
HELLP-Patientinnen und Praeklampsie-Patientinnen im Vergleich zu gesunden Schwangeren
nachgewiesen werden [75,84]. Laskowska et al. mafien die Konzentrationen von sFas/sFasL in
matterlichem und umbilikavendsen Blut von praeklamptischen Patientinnen im Vergleich zu
gesunden Schwangeren. Bei der Praeklampsie fand sich das |6sliche Fas in beiden
Lokalisationen erhéht (im mitterlichen Blut hdher als im umbilikalen Blut), wéhrend sFasL nur im
Blut der Umbilikalvenen signifikant erhéht war [117].

Bei Praeklampsie wurde eine erhdhte Apoptoserate des Zytotrophoblasten im Vergleich zu
Plazenten gesunder Miutter nachgewiesen [4,56]. Weiterhin bedingen Seren von
praeklamptischen Frauen eine erniedrigte Lebensdauer von Trophoblast-Zelllinien, was

wahrscheinlich auf eine erhdhte Fas-induzierte Apoptose zuriickzufiihren ist [152].

Eine Hypothese besagt, dass die erhdhte Apoptoserate Folge der Veranderungen des
Zytokin-/Chemokin-/Wachstumsfaktoren-Haushaltes bei der Praeklampsie ist. Die Aktivierung
von plazentaren Mediatoren fiihrt zur vermehrten Expression von apoptotisch wirksamen
Proteinen, was wiederum zu einer gestdrten Trophoblastinvasion fuhrt [153].

Eine andere Hypothese besagt, dass der fehlerhafte Mechanismus in der unkontrollierten
Proliferation des Synzytiotrophoblasten liegt. Eine erhdhte Proliferation des Trophoblasten in die
Spiralarterien der Plazenta wird anfangs durch eine erhéhte Apoptoserate ausgeglichen [93].
Jedoch kann ab einem bestimmten Punkt der vollstandige apoptotische Abbau des anfallenden
Zellmaterials nicht mehr gewdahrleistet werden, so dass es zur Bildung von synzythialen Knoten

kommt, die nicht komplett abgebaut wurden [86]. In diesen Gewebeknoten sind sowohl Zeichen
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der Apoptose, als auch solche der Nekrose zu beobachten, so dass Formigli et al. diesem
Prozess den Namen ,Aponekrose” gaben [58].

Aus diesen synzythialen Knoten kommt es zu einer Freisetzung von fetalem Gewebe in den
mutterlichen Kreislauf [83,102]. Dies wiederum fihrt zu einer systemischen Aktivierung des

mutterlichen Immunsystems (siehe Kapitel ,Immunologische Anséatze®, S. 14).

Strand et al. wiesen im Lebergewebe von HELLP-Patientinnen Apoptose-Mechanismen nach
[204]. Sie konnten zeigen, dass diese Apoptose durch HELLP-Seren ausgeldst wird und dass
diese durch die Blockade von CD95L (FasL) vermindert werden konnte. CD95L wird in der
Plazenta von HELLP-Patientinnen und gesunden Schwangeren vom Synzytiotrophoblasten
exprimiert. Strand et al. injizierten M&usen intraperitoneal Plazenta-Extrakte. Damit I6sten sie eine
hepatische Apoptose aus, die wiederum durch Blockade von CD95L drastisch reduziert werden
konnte. Weiterhin wirkte das Plazenta-Extrakt zytotoxisch auf humane Hepatozyten. Strand et al.
gehen aufgrund ihrer erhobenen Daten davon aus, dass die Plazenta die Quelle von CD95L ist,
welches beim HELLP-Syndrom in der Leber zur Apoptose fiihrt. Diese Therorie wird gestiitzt
durch die Hypothese von deportierten Membranbestandteilen des Synzytiotrophoblasten, die
Uber einen verdnderten maternofetalen Austausch tber die Plazenta in die mitterliche Zirkulation

gelangen.
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2.1.3 Pathophysiologie

Gesteigerte plazentare Lipidoxidation

Die Folge einer reduzierten uteroplazentaren Perfusion ist eine plazentare Hypoxadmie respektive
Ischamie, die eine Freisetzung verschiedener plazentarer Faktoren auslésen kann. Man vermutet,
dass dadurch kaskadenartige Reaktionen ausgeldst werden, an deren Ende die Dysfunktion des
Endotheliums und der glatten Muskulatur der GefaRwéande mit Erhéhung des GefalRwiderstandes
und des Blutdruckes stehen kénnte [17]. Der direkte kausale Zusammenhang zwischen der
lokalen inad&quaten Trophoblastinvasion und der generalisierten Endotheldysfunktion konnte
bislang nicht bewiesen werden. Ebenfalls konnte ein immer wieder postulierter zytotoxischer
~>erumfaktor X* bisher nicht identifiziert werden.

Es wird vermutet, dass es infolge der akuten Atheromatose in der Plazenta zu einer gesteigerten
plazentaren Lipidoxidation mit Freisetzung von Sauerstoffradikalen kommt. Eine adaquate
Gegenregulation durch das Antioxidantiensystem, welches potentiell endothelial wirksam ist,
bleibt dabei aus [219].

Freigesetzte Sauerstoffradikale (beispielsweise Superoxidanionen) haben einen schadigenden
Effekt auf die Membranlipide der Endothelzellen. Weiterhin hemmen sie die endotheliale
Prostazyklin-Synthese, inaktivieren Stickstoffoxid (NO) und bewirken eine erhdhte Freisetzung
von Endothelin [232].

Endotheldysfunktion

Die hdmodynamischen Veranderungen einer gesunden Schwangerschaft werden durch eine
vermehrte Bildung respektive Freisetzung von vasodilatativen Substanzen, wie Stickstoffoxid
(NO)/EDRF  (endothelium-derived relaxing factor), Prostazyklin (PGI2) und EDHF
(endothelium-derived hyperpolarizing factor) erklart [39,146]. Aufgrund dessen entstand die
Theorie, dass der Anstieg des Blutdrucks sowie des peripheren GefaRBwiderstands bei der
Praeklampsie durch eine gestérte Endothelfunktion mit veranderter endothelialer Gefalirelaxation
bedingt ist. Gestlitzt wird diese Theorie unter anderem durch den Nachweis von erhdhten
Fibronektin- und Faktor-VIll-Antigen-Konzentrationen bei der Préeklampsie, welche beide als
Marker der endothelialen Zellschddigung gelten [61,175].
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Tierexperimentell wurde ein Modell der Praeklampsie entwickelt, die sogenannten RUPP-Ratten
(reduced uterine perfusion pressure model). Bei diesen schwangeren Ratten wurden die
Hauptéste der Aa.uterinae beidseits geklippt, was zu einer Verminderung der uteroplazentaren
Perfusion fuhrt. Bei RUPP-Ratten konnte eine verstarkte vaskulare Reaktivitdt gegenuber
vasokonstriktorischen Substanzen wie zum Beispiel Phenylephrine (Phe), sowie eine verminderte
Acetylcholin-vermittelte Gefalirelaxation im Vergleich zu Kontrolltieren nachgewiesen werden [42].
Diese Ergebnisse lassen eine verminderte endothelabhangige Gefélirelaxation bei der
Praeklampsie vermuten. Diese kdnnte durch eine verminderte Produktion oder Aktivitat
endothelabhangiger Vasodilatatoren wie Stickstoffoxid, Prostazyklin und EDHF verursacht
werden.

Es resultiert ein Ungleichgewicht zwischen vasodilatatorischen, aggregationshemmenden
(Stickstoffoxid, Prostazyklin) und vasokonstriktorischen, aggregationsférdernden Substanzen
(Thromboxan A,, Endothelin).

Stickstoffoxid

Stickstoffoxid (NO) ist ein lipophiles Molekul, welches aus der Aminosdure L-Arginin durch das
Enzym NO-Synthase (NOS) gebildet wird. Es wirkt tiber die Relaxation glatter Muskelzellen der
Gefalwand vasodilatierend. Zusatzlich hemmt es die Plattchenaggregation und —adhé&sion.

Im Tierexperiment an schwangeren Ratten wurde gezeigt, dass eine Blockade der NO-Synthase
mit N-Nitro-L-Arginin-Methyl-Ester (NAME) zu einer Blutdruckerh6hung, Vasokonstriktion im
renalen  Gefalbett, Proteinurie, Thrombozytopenie und zu einer intrauterinen
Wachstumsretardierung, also zu praeklampsiedhnlichen Symptomen fihrt [46,227]. Auch die
NO-cGMP-vermittelte Gefalirelaxation in RUPP-Ratten im Vergleich zu Kontrolltieren ist reduziert
[42].

Klinische Studien zum Stickstoffoxid sind kontrovers. Einige Autoren wiesen erniedrigte
Konzentrationen der Abbauprodukte von Stickstoffoxid im Plasma von praeklamptischen Frauen
nach, andere Autoren konnten dies nicht bestatigen [149,189]. Mdglicherweise ist diese
Kontroverse auf eine sehr variable alimentare Nitrataufnahme der Schwangeren, sowie die
Abhangigkeit des Nitratspiegels von Faktoren wie Rauchen, Alkoholkonsum und kdrperlicher

Aktivitat zurickzufthren.
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Prostazyklin — Thromboxan A,

Prostazyklin (PGl,) ist ein Prostanoid, das im Endothel aus Arachidonsaure synthetisiert wird. Es
ist ein potenter Vasodilatator und hemmt die Thrombozytenaggregation. Die Urinausscheidung
seiner Abbauprodukte ist wahrend einer gesunden Schwangerschaft erhéht und bei Frauen mit
Praeklampsie erniedrigt [229].

Der Antagonist des Prostazyklins ist Thromboxan A, (TXA;), welches in Thombozyten gebildet
wird. Thromboxan A, wirkt vasokonstriktorisch und fordert die Thrombozytenaggregation.
Metaboliten des Thromboxan A, konnten im Urin schwangerer Frauen mit Praeklampsie vermehrt
nachgewiesen werden. Postpartal waren die Ausscheidung dieser Thromboxan A,-Metabolite und

die klinische Symptomatik wieder rticklaufig [57].

Endothelin

Endotheline (ETa) gehéren zu den am starksten vasokonstriktorisch wirkenden Substanzen. Sie
entfalten ihre Wirkung tiber ETa-Rezeptoren an der glatten GefaBmuskulatur. Weiterhin wirken sie
fibrinolytisch, indem sie =zur Freisetzung von Plasminogenaktivator filhren. Erhdhte
Endothelin-Spiegel bei Préaeklampsie wurden mehrfach nachgewiesen [35,158].

Im vormals beschriebenen RUPP-Ratten-Modell konnte eine verstarkte Expression von
Preproendothelin im renalen Kortex im Vergleich zu Kontrolltieren gefunden werden, das nach der
Entbindung innerhalb von 48 Stunden auf ein normales Mass abféllt. Die Gabe von
Endothelin-A-Rezeptorantagonist ABT-627 vermindert den Blutdruckanstieg im
RUPP-Rattenmodell [3].

Uber ETs -Rezeptoren filhren Endotheline liber eine Freisetzung von NO, Prostazyklin und EDHF
aus dem Endothel zum gegenteiligen Effekt, ndmlich zu einer Vasodilatation [66]. So konnte in
einem Praeklampsie-Tiermodell ein blutdrucksenkender Effekt durch Applikation des

ETg-Agonisten Sarafotoxin S6¢ erzielt werden [135].
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Aktivierung der neutrophilen Granulozyten

Bei der Schadigung des Endothels spielen neutrophile Granulozyten eine entscheidene Rolle. Der
initiale Mechanismus der Neutrophilen-Aktivierung ist noch unklar.

Die Bindung der neutrophilen Granulozyten an die Endothelwand erfolgt Uber eine Interaktion
zwischen endothelialen Adhasionsmolekiilen und Oberflachen-Rezeptoren auf den Neutrophilen.
E-Selektin und P-Selektin, ICAM-1 und ICAM-2 (intercellular adhesion molecules) und VCAM-1
(vascular endothelial cell adhesion molecule 1) spielen dabei als Zelladhdsionsmolekiile eine
Rolle. Proinflammatorische Zytokine wie TNFa und IL-1 bewirken eine verstdrkte Expression
dieser Adhasionsmolekiile [76].

Kommt es zu einer Aktivierung der neutrophilen Granulozyten, werden die Inhaltsstoffe der
Granula (Elastasen und Proteasen) freigesetzt. Diese schadigen das Endothel, indem sie zu einer
erhéhten Geféllpermeabilitdt sowie —reaktivitdt fuhren. Die unkontrollierte Aktivierung und
Degranulation fihrt zu einem ausgedehnten Endotheldefekt. Die Aktivierung der Neutrophilen bei
Praeklampsie wurde durch die vermehrte Expression von Oberflaichenmarkern, zum Beispiel
CD11b, sowie intrazelluldren Markern mittels Durchfluss-Zytometrie gemessen [178,179].
L&sliche Marker der Neutrophilen-Aktivierung sind die Elastase und das Laktoferrin.

Sowohl die Laktoferrin-, als auch die Elastase-Konzentration ist im mdutterlichen Blut bei
Praeklampsie deutlich erhéht [70,73,171].

Ebenfalls nachweisbar im Plasma ist die I6sliche Form der Zelladh&sionsmolekile ICAM-1 und
VCAM-1. In einer groRen prospektiven, longitudinalen Studie, die 1543 Schwangere einschloss,
wurden diese als praklinische Marker zwischen der 22 - 29. Schwangerschaftwoche getestet. Es
konnten 55% der komplizierten Schwangerschaften durch mindestens einen erhéhten Wert
herausgefiltert werden. Die Sensitivitét fir Préeklampsie und HELLP-Syndrom betrug 66% [108].
Diese Tests haben sich in der klinischen Anwendung allerdings nicht durchgesetzt.

Neben der direkten endothelschéddigenden Wirkung der Neutrophilen aktivieren diese wiederum
die Thrombozytenaggregation sowie das Koagulationssystem und filhren zu einer
Komplementaktivierung.

Thrombozyten lagern sich am Endothel an und bilden Aggregate, was einerseits zum Verbrauch
der Plattchen und andererseits zu Mikrozirkulationsstérungen fuhrt. Gleichzeitig kommt es zu
einer Thrombin-induzierten Aktivierung der intravaskuldren Gerinnung. In den Kapillaren wird

Fibrin abgelagert und verstarkt die Stérung der Mikrozirkulation [169].

22



Diese Mikroangiopathie manifestiert sich beim HELLP-Syndrom besonders in der Leber. Klinisch
treten rechtsseitige Oberbauchbeschwerden auf, laborchemisch wird eine Erhéhung der
Transaminasen im Blut nachgewiesen, die durch eine Zerstérung der Hepatozyten bedingt ist.
Pathophysiologisch basiert die Leberpathologie wie die der anderen Organsysteme auf einer
Aktivierung der Gerinnung mit Ablagerung von Fibrinthromben. Histologisch findet man
ausgedehnte Fibrinablagerungen mit Mikrothromben, sowie hdmorrhagische Nekrosen, die in den
periportalen Feldern beginnen, und in schweren Faéllen Kkonfluierend groRRere
Leberparenchymbereiche erfassen kénnen [185]. Die Leberschwellung sowie insbesondere die
Entwicklung von subkapsuldren Blutungen flhren zu einer Spannung der Glisson-Kapsel, die fur
den heftigen Schmerz verantwortlich ist. Besonders gefiirchtet sind Kapselrupturen mit
intraabdomineller Blutung, die rasch zum Vollbild eines akuten hdmorrhagischen Schocks fihren
kann.

Weitere histologische Untersuchungen bei Patientinnen mit Praeklampsie und HELLP-Syndrom
zeigten signifikant erhéhte mikrovesikulare Fetteinlagerungen in Hepatozyten, vergleichbar mit
denen bei einer akuten Schwangerschaftsfettieber [144]. Diese mikrovesikuldren
Fetteinlagerungen waren bei HELLP-Patientinnen starker ausgrepragt ist als bei

Praeklampsie-Patientinnen.

Wird dieser Circulus vitiosus von zunehmender endothelialer Dysfunktion und intravaskularer
Gerinnungsaktivierung nicht rechtzeitig unterbrochen, kann sich innerhalb weniger Stunden eine
disseminierte intravasale Gerinnung (DIG) entwickeln. Folgen kénnen eine schwere

Verbrauchskoagulopathie mit Blutungskomplikationen und Multiorganversagen sein.
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2.2 Proteomics

Der Begriff Proteom wurde 1994 von dem Australier Marc R. Wilkins auf einem wissenschaftlichen
Kongress im italienischen Siena geprégt, in Anlehnung und Analogie zu den Begriffen Genom und
Transkriptom.

Das Proteom stellt das Aquivalent des Genoms auf Proteinebene dar. Lottspeich beschreibt das
Proteom als das zu einem bestimmten Zeitpunkt und unter exakt definierten Rahmenbedingungen
quantitativ ermittelte Proteinmuster eines Organismus, einer Zelle, einer Organelle oder auch
einer Korperflissigkeit [128]. Dieses Proteinmuster reflektiert den aktuellen Stoffwechselzustand
der untersuchten Einheit, welcher neben dem Genom von verschiedenen Umwelteinflissen und
komplexen Interaktionen der Biomolekile untereinander beeinflusst wird. Es liefert somit
biologisch relevante Aussagen, die aus der Analyse der DNA oder der RNA allein nicht zuganglich
sind.

Die Proteomanalyse als umfassende Darstellung von Proteinen und Peptiden in
Korperflissigkeiten erlaubt die Erstellung eines Proteinmusters, welches idealerweise fir eine

Erkrankung charakteristisch ist.

Das Blutplasma ist eines der komplexesten menschlichen Proteinsysteme, das auch Proteine
anderer Gewebe enthalt [8,9]. Es unterliegt einem ausgepragten dynamischen Wandel und ist
somit Spiegelbild sédmtlicher systemischer Kérpervorgange.

In den vergangenen Jahren hat die Proteomanalyse zunehmend an Bedeutung gewonnen. Sie
wird zum Beispiel fir die Identifikation von krankheitsspezifischen Biomarkern eingesetzt [64], zur
Untersuchung zelluldrer Proteine und Mechanismen [22] und zur Charakterisierung von
Proteinexpressionsmustern [68]. An der Universitdt Rostock ist Proteomics im klinischen Kontext
etabliert. Bereits zahlreiche klinische Fragestellungen wurden mit Hilfe proteinanalytischer
Verfahren untersucht und publiziert [67,92,106,127,195].
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In dieser Arbeit wurde eine etablierte Methode zur Identifikation von Proteinen in komplexen
Gemischen angewendet. Sie besteht aus der Auftrennung der Proteine mit Hilfe der
zweidimensionalen Gelelektrophorese (2D-Gelelektrophorese), gefolgt von einer proteolytischen
Spaltung ausgewahlter Proteinspots und anschlieBenden massenspektrometrischen Analysen.
Aufgrund der hohen Nachweisempfindlichkeit und einer schnellen Analyse von komplexen
Gemischen hat sich die MALDI-Massenspektrometrie als die derzeit geeignetste Methode zur
Identifizierung von Gel-separierten Proteinen mit hohem Durchsatz etabliert [19,205]. Auf diese
Weise kénnen Proteinprofile generiert und ihre krankheits- beziehungsweise therapiebedingten
Veranderungen untersucht werden.

Die Identifikation vieler Biomarker geht auf die erfolgreiche Anwendung dieser Methode zurick,
zum Beispiel auf dem Gebiet der Rheumatoiden Arthritis [67,195].

Es ist hervorzuheben, dass die in den Proteomanalysen generierte Datenmenge nur mit Hilfe

einer modernen und effizienten Datenverarbeitung und mit Datenbanken mdoglich ist, die

regelmaRig aktualisiert werden.
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2.3 Fragestellung

Aufgrund der komplexen Vorgange beim HELLP-Syndrom und der Funktion des Blutes als
Zirkulations- und somit Transportmedium von Mediatoren ist die Suche nach Veradnderungen im
Blut naheliegend. Diese Uberlegung wird durch die Tatsache gestiitzt, dass sich das
HELLP-Syndrom nach einer unspezifischen Plasmapherese zumindest zeitweilig bessert [134].
Im mitterlichen Plasma kénnten Faktoren oder Mediatoren zirkulieren, die mit der
HELLP-Symptomatik in Verbindung stehen und durch die Plasmapherese abfiltriert werden.
Andererseits kdnnten auch durch das Frischplasma Faktoren substituiert werden, durch deren
Mangel sich ein HELLP-Syndrom ausbildet.

Plasma bietet sich als Untersuchungsmedium weiterhin an, da die Blutentnahme eine der
etabliertesten und von den Patienten gut tolerierte Methode der Probengewinnung im klinischen
Alltag ist. Weiterhin wird ein Groldteil der Plasmaproteine in der Leber gebildet, dem

Hauptschadigungsort beim HELLP-Syndrom.

Aus diesen Uberlegungen ergeben sich folgende Fragen:
1. Gibt es ein krankheitsspezifisches Proteinprofil von HELLP-Patientinnen?
2. Wie kdnnen mogliche Unterschiede charakterisiert und quantifiziert werden?

3. Kénnen diese Ergebnisse diagnostisch, therapeutisch oder prognostisch angewendet werden?

Die Studienlage zeigt, dass es bisher keinen Einzeltest gibt, der eine klare Vorhersage einer
Praeklampsie oder eines HELLP-Syndroms erlaubt [120,122]. Die Mehrzahl der Autoren
vermuten, dass es weder ein spezifisches auslésendes Gen oder Protein gibt, noch Einzeltests in
der Lage sein werden, eine Préeklampsie oder ein HELLP-Syndrom vorherzusagen
[37,122,172,193].

Somit liegt es nahe, nach einem spezifischen Proteinprofil im Sinne einer Marker-Signatur beim

HELLP-Syndrom zu suchen.
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24 Zielsetzung

Plasmaproben von HELLP-Patientinnen sollen mit denen gesunder Schwangerer verglichen
werden. Um von mdglichen Plasmadifferenzen einerseits individuelle und andererseits durch die
Schwangerschaft bedingte Proteinveranderungen auszuschlief3en, wird von beiden Gruppen zu
zwei Zeitpunkten Blut enthommen. Die erste Blutenthahme erfolgt zum Zeitpunkt der
Diagnosestellung des HELLP-Syndroms beziehungsweise bei gesunden Schwangeren kurz vor
der Entbindung (t1). Die zweite Blutentnahme wird mindestens sechs Wochen nach der
Entbindung durchgefiihrt (t2). Da die biologische Halbwertszeit von Plasmaproteinen zwischen
einigen Tagen und drei Wochen (Immunglobuline 1-3 Wochen) liegt, kann zu diesem Zeitpunkt
davon ausgegangen werden, dass sich die durch die Schwangerschaft bedingten
Proteinverdnderungen im Plasma zurilickgebildet haben.

Es ergeben sich vier zu vergleichende Gruppen: HELLP (I), post-HELLP (Il), gesunde
Schwangere (lll) und gesunde Mutter (IV). Bei diesen Gruppen soll eine Proteomanalyse
durchgefiihrt werden.

In dieser Arbeit wird erstmals ein Proteomics-Ansatz zur Untersuchung des HELLP-Syndroms

gewahlt.
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3 Material und Methoden

Die Experimente wurden im Proteom-Zentrum Rostock durchgefiihrt. Jedes Experiment wurde in

der internen Datenbank des Proteom-Zentrums Rostock, der Proteobase, dokumentiert.

3.1 Material

3.1.1  Probengewinnung

Als Probenmaterial wurden Plasmaproben genutzt. Die Blutentnahmen wurden nach Zustimmung
der Ethikkommission der Arztekammer und nach Aufkldrung, Information und Zustimmung der
Patientinnen vorgenommen. An der Probengewinnung beteiligten sich neben der
Universitatsfrauenklinik Rostock ebenfalls die 2003 noch eigensténdige Frauenklinik des
Slidstadt Klinikums und die Frauenklinik Schwerin (Helios Kliniken Schwerin).

Die erste Probenentnahme (t1) erfolgte zum Zeitpunkt der Diagnosestellung beim
HELLP-Syndrom. Nur Patientinnen mit HELLP-typischen klinischen und laborchemischen
Veradnderungen wurden in die Studie einbezogen. Von einem HELLP-Syndrom wurde
ausgegangen bei (I) einer Thrombozytenzahl unter 130000/pl (Referenzbereich 150000 -
450000/ul), (II) ALAT oder ASAT grolier als 65 U/l (Referenzbereiche 0 - 34 U/l (ALAT), 0 - 31 U/l
(ASAT)) und (II) einem Haptoglobin-Wert kleiner als 0,136 g/l (Referenzbereich 0,3 - 2,0 g/l) oder
ein Hamatokrit unter 36% (Referenzbereich 36 - 46%) und Hamoglobin unter 7,5 mmol/l

(Referenzbereich 7,5 - 9,9 mmol/l) als Zeichen einer Hamolyse.

Die Proben der gesunden Schwangeren zum Zeitpunkt t1 wurden wahrend Routinevorstellungen
im dritten Trimenon entnommen. Die Kontrollproben wurden nach vergleichbaren Werten
bezlglich Alter, Schwangerschaftswoche und Body Mass Index (BMI) vor der Schwangerschaft
ausgesucht. Schwangere mit Infektionen, Diabetes mellitus und Nikotin-Abusus wurden

ausgeschlossen.
Von beiden Patientenkollektiven wurde mindestens sechs Wochen (durchschnittlich 6,5 Monate)

nach der Entbindung zum Zeitpunkt t2 erneut Blut abgenommen. Zu diesem Zeitpunkt haben alle

Frauen noch voll gestillt.
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Samtliche Blutentnahmen erfolgten aus vendsem Blut des Vorderarmes unter standardisierten
Bedingungen in Lithium-Heparin Monovetten (Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland) zu 7 ml. Zur
schonenden Trennung von Blutzellen und Plasma wurde das Blut direkt nach der
Probengewinnung 15 Minuten bei 1000 rpm und Raumtemperatur zentrifugiert. Der Uberstand
wurde abpipettiert und durch 0,2 um Filter sterilfiltriert. Sobald sich der Spritzendruck erhdhte
(verbliebene Thrombozyten im Plasma verstopfen die Filtermembran) wurde der Filter gewechselt.

Die Plasmaproben wurden daraufhin aliquotiert und bei - 80 °C asserviert.

3.1.2 Vergleichsgruppen

Fur die Proteomanalyse konnten sieben Plasmaproben von HELLP-Patientinnen (I) und sechs
von gesunden Schwangeren (lll) zum Zeitpunkt t1 gewonnen werden. Zum Zeitpunkt t2 wurde
erneut Blut von sieben post-HELLP-Patientinnen (Il) und sechs gesunden Maittern (IV)
abgenommen. Somit ergeben sich 26 verschiedene Plasmaproben fur die Proteomanalyse (siehe
Tabelle 1).

Tabelle 1: Versuchsgruppen fiir die Proteomanalysen.

HELLP Gesund
Prapartal | 7 I 6
Postpartal Il 7 v 6
I HELLP-Patientinnen i Gesunde Schwangere
Il Post-HELLP-Patientinnen \Y) Gesunde Mutter

In die ELISA-Messungen wurden insgesamt 33 Proben einbezogen, neun HELLP-Patientinnen (1),
sieben post-HELLP-Patientinnen (1), zehn gesunde Schwangere (lll) und sieben gesunde Mutter
(IV), (siehe Tabelle 2).

Tabelle 2: Versuchsgruppen fiir den ELISA-Test.

HELLP Gesund
Prapartal I 9 I 10
Postpartal Il 7 v 7
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In den folgenden beiden Tabellen (Tabellen 3 und 4) sind sowohl die klinisch relevanten, als auch

die laborchemischen Parameter aller einbezogenen HELLP-Patientinnen dargestellt.

Tabelle 3: Patienteninformationen

und klinische

Parameter der

HELLP-Patientinnen.

Patienten Alter Art der
(Jahre) Geburt

Schwanger-
schafts-
woche

Manifestation Anamnese

Gluco-
kortikoid-
gabe

Fetal-
entwicklung
in APGAR

HELLP 1 36 Sectio 36 +2 HELLP

HELLP 2 23 Sectio 36 +2 HELLP

HELLP 3 23 HELLP

postpartal

Vaginal 35+ 1

HELLP 4 23 Sectio 38+5 HELLP

HELLP 5 40 Sectio, 22+0 HELLP

Totgeburt

HELLP 6 24 HELLP

postpartal

Sectio 39+0

HELLP 7 29 Sectio 32+4 HELLP

HELLP 8 32 Sectio 31+0 HELLP

HELLP 9 24 Sectio 35+5 HELLP

33. SSW: Hypertension
35. SSW: rechter
Oberbauchschmerz,
Hypertension,
Proteinurie, Kopfschmerz

1_3_6. SSW: Proteinurie,
Odeme

31. SSW: Hypertension,
Proteinurie, Odeme

37. SSW: rechter
Oberbauchschmerz,
Odeme, Erbrechen

21. SSW: Hypertension,
Odeme, Proteinurie,
Kopfschmerz

21+7 SSW:
Plasmapherese

38. SSW: Hypertension,
Proteinurie, rechter
Oberbauchschmerz

32. SSW: Hypertension,
rechter Oberbauch-
schmerz, Proteinurie,
Kopfschmerz, Erbrechen

30. SSW: Hypertension,
Proteinurie, rechter
Oberbauchschmerz,
Erbrechen

30. SSW: Odeme,

34. SSW: Hypertension,
35. SSW: rechter
Oberbauchschmerz

91919

61919

91919

9110110

nicht

messbar

919110

516110

31718

91717
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Tabelle 4: Laborparameter der HELLP-Patientinnen.

Patient Haptoglobin®  Hamoglobin® Hamatokrit?  ALAT? ASAT® Thrombozyten"
ptog ¢} Y

HELLP 1 0,058 5,8 0,28 171 144 39

HELLP 2 0,136 7.1 0,35 77 65 128

HELLP 3 9 49 0,24 144 178 82

HELLP 4 9 6,5 0,30 496 193 31

HELLP 5 0,058 7,5 0,36 65 46,8 39

HELLP 6 9 7,2 0,35 228 247 39

HELLP 7 9 5,6 0,25 1073 1117 34

HELLP 8 9 6,8 0,32 594 284 88

HELLP 9 9 6,9 0,33 90 91 164

2 g/l; Referenzwert: 0,3 - 2,0

b) mmol/l; Referenzwert: 7,5 - 9,9

° Referenzwert: 0,36 - 0,46

9 U/l; Referenzwert: 0 - 34

®) U/l; Referenzwert: 0 - 31

0 10%/I; Referenzwert: 150 - 450

9 nicht bestimmt

3.1.3 Chemikalien fiir die 2D-Gelelektrophorese

Die verwendeten Chemikalien wurden von den in Tabelle 5 aufgefiihrten Firmen bezogen.

Tabelle 5: Chemikalien fiir die 2D-Gelelektrophorese.

Proteinbestimmung

Bio-Rad Protein Assay

Bio-Rad, Minchen, Deutschland

Isoelektrische Fokussierung (1. Dimension)

Harnstoff
CHAPS
IPG-Puffer

Complete mit EDTA

PMSF
Pepstatin A

Bromphenolblau
Immobiline™ DryStrips, pH 4-7

Dry Strip Cover Fluid

ICN Biomedicals, Ohio, USA

Serva, Heidelberg, Deutschland

Amersham Biosciences/GE Healthcare, Freiburg,
Deutschland

Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Serva, Heidelberg, Deutschland

Amersham Biosciences/GE Healthcare, Uppsala,
Schweden

Amersham Biosciences/GE Healthcare, Freiburg,
Deutschland
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SDS-PAGE (2. Dimension)

Acrylamid-Stammlésung, rotiphorese Gel 30 Roth, Karlsruhe, Deutschland

(37,5:1)

TRIS Roth, Karlsruhe, Deutschland
SDS Serva, Heidelberg, Deutschland
Ammoniumpersulfat (APS) Serva, Heidelberg, Deutschland
N,N,N’,N'-Tetramethylendiamin (TEMED) Serva, Heidelberg, Deutschland
Glycin Merck, Darmstadt, Deutschland
Glycerol Merck, Darmstadt, Deutschland
Bromphenolblau Serva, Heidelberg, Deutschland
Low melting Agarose Serva, Heidelberg, Deutschland

Fixierung und Farbung

Essigsaure J. T. Baker

Coomassie Brillant Blue G250 Serva, Heidelberg, Deutschland
Ortho-Phosphorséaure Merck, Darmstadt, Deutschland
Ammoniumsulfat Merck, Darmstadt, Deutschland
Methanol Roth, Karlsruhe, Deutschland

Ethanol Roth, Karlsruhe, Deutschland
Natriumazid Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

3.1.4 Gerite fiir die 2D-Gelelektrophorese

Die verwendeten Instrumente stammen von den in Tabelle 6 aufgefihrten Firmen.

Tabelle 6: Gerite fiir die 2D-Gelelktrophorese.

Isoelektrische Fokussierung (1. Dimension)

IPGphor Strip Holder Amersham Biosciences/GE Healthcare, Freiburg,
Deutschland
IPGphor IEF-System Amersham Biosciences/GE Healthcare, Freiburg,

Deutschland

SDS-PAGE (2. Dimension)

HOEFER DALT-Elektrophoresekammer mit Amersham Biosciences/GE Healthcare, Freiburg,
Zubehor Deutschland

HOEFER DALT-System Multiple Gel Caster mit Amersham Biosciences/GE Healthcare, Freiburg,
Zubehor Deutschland

Umax Mirage Il Scanner Umax Data Systems, Willich, Deutschland
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3.1.5 Chemikalien zum Picken, In-Gel-Verdau und fiir die Massenspektrometrie

Die verwendeten Chemikalien wurden von den in Tabelle 7 aufgelisteten Firmen bezogen.

Tabelle 7: Chemikalien zum Picken, In-Gel-Verdau und fiir die Massenspektrometrie.

Trypsin Promega, Madison, Wisconsin, USA
Peptide Calibration Standard Bruker Daltonik, Bremen, Deutschland
a-Cyano-4-Hydroxy-Zimtsaure Bruker Daltonik, Bremen, Deutschland
Trifluoressigséure Merck, Darmstadt, Deutschland
Aceton Roth, Karlsruhe, Deutschland
Ferulasédure Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

3.1.6 Gerate zum Picken, In-Gel-Verdau und fiir die Massenspektrometrie

Die verwendeten Instrumente stammen von den in Tabelle 8 aufgeflihrten Firmen.

Tabelle 8: Gerate zum Picken, In-Gel-Verdau und fiir die Massenspektrometrie.

Flexys Proteomics Picker Genomic Solutions, Ann Arbor, Michigan, USA
Mikrotiterplatten Genomic Solutions, Ann Arbor, Michigan, USA
Masterblocks und Abdeckplatten Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutschland
MALDI-Targets AnchorChip™ 600/384 Bruker Daltonik, Bremen, Deutschland
Reflex Il MALDI-ToF-Massenspektrometer Bruker Daltonik, Bremen, Deutschland

Pipetten, Pipettenspitzen, Reaktionsgefalle, Racks und weiteres Laborzubehdr stammen von den
Firmen BD Biosciences (Heidelberg, Deutschland), Greiner Bio-One (Frickenhausen,
Deutschland), Eppendorf (Hamburg, Deutschland), Gilson (Bad Camberg, Deutschland), VWR
International (Darmstadt, Deutschland) und Roth (Karlsruhe, Deutschland)

3.1.7 ELISA

Fur den ELISA-Test wurde das in Tabelle 9 aufgelistete Zubehér verwendet.

Tabelle 9: Verwendete Materialien fiir den ELISA-Test.

ELISA Kit, PHASE™ RANGE, Serum Amyloid A Tridelta Development Ltd., Maynooth, Irland
Multiskan® Plus Instrument MTX Lab Systems, USA
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3.1.8 Software und Datenbanken

N OO o A WN -

. Proteobase, Interne Datenbank des Proteom-Zentrums Rostock

. Phoretix 2D Advanced Version 6.01, Nonlinear Dynamics Ltd., Newcastle upon Tyne, UK

. BioTools-Software, Version 2.2, Bruker Daltonik, Bremen, Deutschland

. Mascot, Version 2.04, Matrix, Science, London, UK

. SWALL, UniProt Release 4.4, bestehend aus SwissProt Release 46.4 + TrEMBL Release 29.4
. Statistische Analysen, SigmaStat, Version 3.0, SPSS Inc., Chicago, lllinois, USA

. Macromizer GUI-Software, Version 1.0, GSG Mess- und Analysengeréte, Bruchsal,

Deutschland/Comet, Flamatt, Schweiz

. Software R, http://www.r-project.org
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3.2 Methoden

3.21 2-D-Gelelektrophorese

Die zweidimensionale Gelelektrophorese (2-DE) trennt Proteine nach ihrem isoelektrischen Punkt
und nach ihren Molekulargewichten auf. Zuerst erfolgt eine isoelektrische Fokussierung und

anschlielend eine SDS-Gelelektrophorese.

Der gesamte Versuchsablauf ist durch laborinterne SOPs (standard operation procedures)
vereinheitlicht, wodurch ablaufbedingte Abweichungen und Fehler minimiert werden. Die
Methodik dieser Arbeit baut auf viele Voruntersuchungen beziiglich der Gelelektrophorese von

Plasmaproben auf, die im Proteom-Zentrum Rostock vorgenommen wurden [195].

Proteinbestimmung

Die Messung der Proteinkonzentrationen fiir die 2D-Gelelektrophorese erfolgte nach der Methode
von Bradford mit einem Bio-Rad Protein Assay. Als Vergleichsprotein wurde dabei
Rinderserumalbumin (BSA) verwendet. Bei der Proteinbestimmung nach Bradford nutzt man die
Gegebenheit, dass sich bei der Bindung von Coomassie Brilliant Blue G-250 an Proteine das
Absorptionsmaximum der Farbe verschiebt (465 nm ohne Protein, 595 nm mit Protein). Die
Zunahme der Absorption bei 595 nm ist ein Mal fir die Proteinkonzentration der L&sung [24].
Plasmaproteine liegen in einer Konzentration von 65 - 80 g/l im Blutplasma vor [184]. Wahrend der
Schwangerschaft kommt es durch die Zunahme des Plasmavolumens um 40% zu einem Abfall
der Gesamtprotein-Konzentration. In der Mitte der Schwangerschaft liegt die
Gesamtprotein-Konzentration durch diesen Verdinnungseffekt rund 10 g/l unter dem Mittelwert
Nichtschwangerer [87].

Es ergab sich fiir die gesunden Schwangeren eine mittlere Proteinkonzentration von 67 g/l, die
postpartal auf einen mittleren Wert von 84 g/l (gesunde Mditter) anstiegen. Die mittlere
Proteinkonzentration der HELLP-Gruppe betrug 52 g/l, postpartal stiegen diese Werte auf 91 g/l
an.

Aus diesen Proteinkonzentrationen wurde die Probenmenge in ml errechnet, die aufgetragen
werden muss, um bei jedem Gellauf von einer Gesamtproteinmenge von 900 ug pro Gel

auszugehen.
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Probenpraparation

Ein Probenpuffer sollte so viele Proteine wie mdglich in Lésung bringen, ihre Aggregation
verhindern und sie in ihre Untereinheiten aufspalten. Zusatzlich sollten Proteasen inaktiviert
werden. Da der erste Schritt die isoelektrische Fokussierung ist, missen die Proteine ihre
Eigenladung behalten [173].

In dieser Arbeit wurde ein mit dem nichtionischen Detergenz CHAPS modifizierter PBS-Puffer
(100 pl) verwendet, zu welchem die errechneten Milliliter der Plasmaproben, die
Proteaseinhibitoren PMSF (4 pl) und Complete™ (16 pl), sowie Harnstoff (237,6 mg) und DTT (22
pl) zur Denaturierung der Proteine hinzugefligt wurden.

Nach 30minutigem Rihren des Gemisches wurden Ampholin (pH 2-4), IPG-Puffer (pH 4-7) und

eine Spur Bromphenolblau zum Sichtbarmachen der Probe hinzugegeben.

Isoelektrische Fokussierung

Wenn an ein Gemisch aus zwitterionschen Verbindungen (Ampholyte) ein elektrisches Feld
angelegt wird, bildet sich ein pH-Gradient. Dabei bildet sich das elektische Feld zwischen der
Anode (niedriger pH-Wert) und der Kathode (hoher pH-Wert). Jede zwitterionische Verbindung,
zu denen Proteine gehéren, wandert zu ihrem isoelektrischen Punkt. An diesem Punkt betrégt die
Nettoladung des Molekils null, das Molekil kommt dort zum Liegen. Das Protein wird also an
seinem isoelektrischen Punkt konzentriert beziehungsweise fokussiert. Da jedes Protein einen
typischen isoelektrischen Punkt besitzt, kann man auf diese Weise Proteingemische auftrennen.
Das Plasmaprotein-Gemisch wurde in einem IPGphor-System auf 18 cm langen, linearen
Immobiline™-Streifen (pH 4-7) aufgetrennt, der ersten Dimension entsprechend. Die
IPG-Streifen wurden iber Nacht in 350 yl Rehydratisierungspuffer (8 M Harnstoff, 2% CHAPS,
0,5% IPG-Puffer pH 4-7, 16 mM DTT) in einer Quellkassette rehydratisiert. Zur isoelektrischen
Fokussierung (IEF) wurden 900 ug Probenprotein pro Gel nach der Cuploading-Methode
aufgetragen. Dabei wird die solubilisierte Plasmaprobe lber ein Cup, das an der Anode plaziert
wird, auf den rehydratisierten IPG-Streifen aufgetragen. Wahrend der IEF laufen die
Plasmaproteine in den [PG-Streifen und werden dort nach ihrem isoelektrischen Punkt
aufgetrennt. Die elektrische Spannung wurde dabei entsprechend des gewahlten
Fokussierungsprogrammes schrittweise erhéht (1 h bei 150 V, 1 h bei 300 V, 1 h bei 600 V, 1 h
bei 1000 V, 1 h bei 2000 V und 10,5 h bei 8000 V).
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Equilibrierung

Die fokussierten Gelstreifen wurden in je 10 ml Equilibrierungspuffer (50 mM Tris-HCI, pH 8,8, 6 M
Harnstoff, 30% Glycerol, 2% SDS, Bromphenolblau) geschwenkt. In zwei Schritten (zu je 20 min)
wurden 10 mg/ml DTT und 40 mg/ml lodacetamid hinzugefiigt. DTT dient zur Reduktion der
Cystein-Briicken, lodacetamid zur Alkierung und somit zur Blockierung der nun freien

SH-Gruppen der Cysteine zur Vermeidung einer Riickreaktion (zu S-S).

SDS-Gelelektrophorese

Die SDS-PAGE (SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese) wird auch als zweite Dimension
bezeichnet. Die meisten Proteine bilden mit dem Detergenz SDS (Sodium dodecylsulfate) einen
negativ geladenen SDS-Protein-Komplex mit konstantem Ladungs-zu-Masse-Verhéltnis. Die
Proteine werden durch das SDS denaturiert, die Protein-Protein-Wechselwirkungen
(Quartarstrukturen) werden zerstért. Die SDS-Protein-Komplexe wandern entsprechend ihrer
Ladung im elektrischen Feld zum Pluspol. Dabei trennt der Molekularsiebeffekt der porésen
Polyacrylamidmatrix die SDS-Protein-Komplexe nach ihrem Radius und nach ihrem
Molekulargewicht auf.

Fur die zweite Dimension wurde ein Hofer-Dalt-System verwendet. Es wurden homogene
13,5%ige = SDS-Gele  generiert. Die  equilibrierten IPG-Streifen  wurden  mit
bromphenolblau-angefarbter 1%iger Agarose auf dem SDS-Gel fixiert. Als Lauf-Puffer wurde ein
Tris-Glycin-SDS-Puffer verwendet.

Um Abweichungen zu minimieren, die durch verschiedene Gelldufe bedingt sind, wurden von
jeder Probe drei Gele angefertigt, nach Mdoglichkeit wahrend desselben Gellaufes. Die

Gelelektrophorese wurde Uber Nacht bei einer Spannung von 100 Volt durchgefihrt.

Fixierung, Farbung und Digitalisierung

Vor dem Farben wurden die Proteine im Gel fixiert. Dazu wurden die Gele 2 h lang in einer
Fixierldsung aus 50% Ethanol, 10% Essigsaure und 40% Wasser geschwenkt. Anschlieflend
wurden die Gele mit kolloidalem Coomassie Brilliant Blau G250 tber Nacht gefarbt [155]. Dabei
bindet der Farbstoff in saurem Milieu an freie geladene Aminogruppen der Proteine. Entfarbt

wurde mit Wasser.
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Die gefarbten Gele wurden bei 16 bit Graustufe mit einem Umax Mirage Il Scanner eingescannt

und als Tif-Bilder elektronisch gespeichert.

Gelanalyse

Als erstes erfolgte eine visuelle Analyse aller generierten Gele innerhalb und zwischen den
verschiedenen Gruppen, bei der alle Gelbereiche systematisch miteinander verglichen wurden.
Fur die elektronische Gelanalyse wurde die Software Phoretix 2D Advanced Version 6.01
verwendet. Zunachst wurde eine Spotdetektion durchgefiihrt, bei der die Spots automatisch
detektiert wurden. Aufgrund einer gewissen Unschérfe mit sowohl falsch positiven, als auch falsch
negativen Spots wurde dieses Ergebnis stets manuell nachbearbeitet.

Fur die differentielle Gelanalyse wurde aus jeder Vergleichsgruppe ein Gel zum Referenzgel
erklart und anschlieend mit den Gelen der eigenen, als auch der anderen Gruppen verglichen
(gematched). Dabei werden die detektierten Spotformationen aus dem Referenzgel den
entsprechenden Formationen aus dem Vergleichsgel zugeordnet. Auf diese Weise konnten
differentiell exprimierte Gelbereiche erkannt werden.

Anschliellend wurden in densitometrischen Analysen die verschiedenen differentiell exprimierten
Gelbereiche mit den entsprechenden Gelbereichen in den Kontrollgelen verglichen, wie es bereits
Just et al. [92] beschrieben haben. Von jeder Probe wurden mindestens zwei Gele berticksichtigt.
Insgesamt wurden 39 Gele in die densitometrische Analyse einbezogen, 19 Gele von
HELLP-Patientinnen (1) und 20 Gele aus der Kontrollgruppe (ll). Die ausgewahlten Gelbereiche
(A-F), bestehend aus differentiell exprimierten Gelbereichen in den verschiedenen Gruppen,
wurden in allen Gelen miteinander verglichen. Da sich die Gele in ihrer Gesamt-Farbeintensitat
voneinander unterscheiden, wurde von normalisierten Spotvolumina ausgegangen. Bei der
Normalisierung wird die Gesamt-Féarbeintensitat der Gele einander angepasst. Somit ist eine

quantitative Spotanalyse moglich, um Expressionsunterschiede zu ermitteln.

Statistik

In der anschlielenden statistischen Analyse wurde der T-Test fir zwei unabhangige Stichproben
verwendet. Ein Unterschied wurde als signifikant erklart, wenn der p-Wert kleiner als 0,05 war. Es
wurde mit den normalisierten Spotvolumina gerechnet. Normalisierte Volumina sich

entsprechender Spots wurden in Box-und-Whisker-Plots dargestellt.
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3.2.2 Massenspektrometrie

Bei der Massenspektrometrie (MS) werden Molekilmassen von lonen im Hochvakuum bestimmt.
Ein Massenspektrometer besteht aus einer lonenquelle, einem Analysator und einem Detektor.
Mit gepulstem Laserlicht wird der Analyt von einer festen Matrix desorbiert und ionisiert. Diese
Methode wird MALDI (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization) genannt. Die MALDI-MS nutzt
die Gegebenheit, dass eine schlecht absorbierende Verbindung bei wesentlich niedrigeren
Energiedichten durch Einstrahlung eines Laserpulses ionisiert wird, wenn sie in einem Gemisch
mit einer stark absorbierenden Verbindung - der Matrix - vorliegt [95,96].

Die Probe wird mit einem Uberschuss der Matrixsubstanz vermischt, wodurch der Analyt in die
kristalline Matrix eingebunden wird, es bilden sich Kokristalle. Das Matrixkristall mit den
eingelagerten Probenmolekilen wird auf einen Probentrager aufgebracht und bestrahlt. Die
Matrix hat hierbei mehrere Funktionen, erstens absorbiert sie den Hauptteil der Energie aus dem
Laserpuls und schitzt so die Probe vor photolytischer Zersetzung. Zweitens tbertréagt sie die zur
Desorption notwendige Energie auf die Probenmolekiile. Drittens kommt es zum Protonentransfer
zwischen Matrix und Analyt, wodurch letzterer positiv aufgeladen wird. Viertens reduziert die
Matrix Wechselwirkungen der Probenmolekile untereinander sowie mit der Metalloberflache des
Probentragers und erleichtert somit die Desorption [19]. Die Auswahl der Matrix ist abh&ngig von
der Einstrahlwellenldnge des Lasers und den Analytmolekulen.

Wahrend des lonisationsprozesses werden sowohl die ionisierten Matrixmolekile, als auch die
eingebauten Proteinionen explosionsartig freigesetzt. Die MALDI-Massenspektrometrie wird als
sanfte lonisierungsmethode bezeichnet, da mit ihr grof3e, thermisch labile Molekiile wie Proteine
unfragmentiert ionisiert und intakt nachgewiesen werden kénnen.

Nach der Freisetzung werden die lonen in einem elektrischen Feld beschleunigt und daraufhin im
Analysator nach ihrem Masse/Ladungs-Verhéltnis getrennt. Massenspektrometer werden nach
den verwendeten Analysatoren unterschieden. MALDI-Massenspektrometer sind meist
Flugzeit-Massenspektrometer (time of flight, ToF). Bei diesem Modell wird die Gegebenheit
genutzt, dass die lonen beim Eintritt in den Analysator alle die gleiche Energie haben. Die
Geschwindigkeit eines lons hdngt von seiner Masse und seiner Ladung ab, mathematisch
ausgedrickt von dem Quotienten aus Masse und Ladung (m/z). lonen mit kleinerer Masse
erreichen eine hdhere Geschwindigkeit, genauso wie ein zweifach positiv geladenes lon im
Vergleich zum gleichen lon mit nur einer positiven Ladung. Daher erreichen leichte lonen den
Detektor eher als schwere lonen. Aus der lonenflugzeit zwischen Quelle und Detektor lasst sich

direkt die Masse des Analyten berechnen [173].
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Probenvorbereitung zum massenspektrometrischen Peptidmassen-Fingerabdruck

Unbekannte Proteine kbnnen massenspektrometrisch durch einen Peptidmassen-Fingerabdruck
(peptide mass fingerprint) charakterisiert werden. Dazu wird das Protein mit bestimmten
Proteasen, beispielsweise mit Trypsin, verdaut, woraufhin die Molekulargewichte der
entstandenen Peptide massenspektrometrisch bestimmt werden. Die erhaltenen experimentellen
Daten werden mit bestimmten Datenbanken abgeglichen. So kénnen Proteinspots in 2D-Gelen

identifiziert werden.

Die interessierenden Proteinspots wurden mit einem Spot-Picker aus den Gelen herausgeldst.
Dabei werden die Koordinaten der Spots aus dem Gelimage der Spotdetektion (gespeichert in der
Proteobase) mit einem von der Kamera des Pickers gemachten Bild verglichen und eventuelle
Verzerrungen ausgeglichen. Kleine Spotvolumina wurden manuell aus dem Gel gepickt.

Fur die Zerlegung der Proteine in den gepickten Spots wurde eine salzarme Prozedur
angewendet [60,156]. Hierfir wurden die gepickten Spots mit 30% Acetonitril in 25 mM
Ammoniumhydrogencarbonat-Lésung (100 yl) und mit 50% Acetonitrii in 10 mM
Ammoniumbicarbonat (100 ul) gewaschen, durch die Zugabe von 100 pl Acetonitril geschrumpft
und mit dem Speedvac Evaporator getrocknet. Die getrockneten Gelstlicke wurden mit 5 ul einer
Trypsin-Lésung (10 ng/ul in 3 mM Tris—HCI, pH 8,5) wieder aufgequollen und fur 5-8 Stunden bei
37 °C inkubiert. Anschlielend wurden 5 pl einer Extraktions-Losung (0,3% TFA, 50% Acetonitril,
5 mM n-Octyl-B-D-Glucopyranosid) hinzugegeben und die Proben bei Raumtemperatur

30-60 Minuten gerihrt. Danach wurden die Peptidextrakte in 96er Mikrotiterplatten zentrifugiert.

MALDI-ToF-Massenspektrometrie

Zur ldentifizierung mittels der MALDI-ToF-Massenspektrometrie wird die Probe auf einem
Probenteller (Target) mit einer Matrix kokristallisiert. Daflir wurden AnchorChip™-Targets
600/384 pm (siehe Kapitel 3.1.6., Tabelle 8, Seite 33) mit CHCA (a-Cyano-4-Hydroxy-Zimtsaure)
als Matrix verwendet [157]. Die  MALDI-MS-Analysen  wurden mit  einem
Reflex-1lI-MALDI-ToF-Massenspektrometer (siehe Kapitel 3.1.6., Tabelle 8, Seite 33)
durchgefiihrt. Dieses war mit einer SCOUT-Quelle ausgeristet und arbeitete mit verzégerter
Extraktion im positiven Reflektor-Modus mit einer Beschleunigungsspannung von 25 kV. Zur
Desorption wurde ein Stickstofflaser mit einer Wellenlange von 337 nm eingesetzt. Die

automatischen  Messungen wurden extern mit einem kommerziell erhéltlichen
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Massenkalibrations-Standard (siehe Kapitel 3.1.5., Tabelle 7, Seite 33) kalibriert. Manuelle
Messungen wurden intern anhand der Trypsin-Autoproteolyseprodukte (842,51 Da; 1045,56 Da;
2211,11 Da; 2807,39 Da) kalibriert. Die Spektren wurden in einem Massenbereich von 700-4500

Da aufgenommen.

Proteinidentifikation

Die erhaltenen Spektren wurden mit Hilfe der BioTools Software (siehe Kapitel 3.1.8., Seite 34)
analysiert. Peptid-lonensignale wurden anhand vorgegebener Parameter exakten Massen
zugewiesen, Peaks anhand ihrer charakteristischen Eigenschaften, beispielsweise ihrer
Isotopenverteilung, erkannt. Weiterhin wurden Spektren manuell nachbearbeitet und intern
nachkalibriert.

Durch diese massenspektrometrische Analyse erhalt man die Massen der enzymatisch erzeugten
Peptide eines interessierenden Proteins. Diese experimentell ermittelten Daten wurden nun mit
einer Liste von Peptidmassen verglichen, welche der Computer durch theoretische Spaltung aller
Proteine, die in der Datenbank enthalten sind, berechnet hat [19]. Die Datenbankrecherche wurde
mit Hilfe der Mascot Software (siehe Kapitel 3.1.8., Seite 34) durchgefiihrt. Bei dem Vergleich der
gemessenen Werte mit den theoretisch generierten Werten wurde eine Abweichung von 80 ppm
toleriert, sowie nicht vollstdndig verdaute Proteine einbezogen, indem Peptide mit maximal zwei
nicht hydrolysierten Tyrosin-Schnittstellen (missed cleavage sites) beriicksichtigt wurden. Zur
Recherche wurde die SWALL-Datenbank (siehe Kapitel 3.1.8., Seite 34) genutzt. Alle
Suchergebnisse wurden auf Glaubwirdigkeit und mdégliches Vorkommen in den verwendeten

Proben Uberpriift. Die Proteine wurden mit den SwissProt Accession-Nummern bezeichnet.
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3.2.3 ELISA

Fur die quantitative Analyse von Serum Amyloid A (SAA) wurde ein ELISA-Test (Enzyme Linked
Immuno Sorbent Assay, siehe Kapitel 3.1.7., Tabelle 9, Seite 33) verwendet. Fir einen
ELISA-Test bendtigt man zwei Antikérper, welche spezifisch an das nachzuweisende Antigen
binden.

Bei diesem kommerziell erhéltlichen ELISA sind die Béden der Mikrotiterplatten mit einem
monoklonalen Antikérper gegen SAA beschichtet (coating-Antikérper). Freies SAA aus den
Proben respektive aus den Standards wird einerseits von diesen immobilisierten Antikérpern
gebunden. Andererseits erfolgt eine weitere Bindung zu biotinylierten Antikérpern
(detection-Antikérper), die zusammen mit der Probe hinzugegeben werden. Nach einer
Inkubationszeit werden ungebundene Partikel aus den Wellplates durch Waschen entfernt, so
dass Antikérper-Antigen-Antikdrper-Komplexe zurtickbleiben.

Daraufhin erfolgt die Farbung, indem Streptavidin-Meerrettich-Peroxidase hinzugefiigt und
inkubiert wird. Das Prinzip basiert auf der hohen Affinitdt von Streptavidin (Streptomyces avidinii)
und Avidin (Hihnereiweil3) fur Biotin. Streptavidin und Avidin besitzen jeweils vier Bindungsstellen
fur Biotin. Es bildet sich ein Avidin-Biotin-Enzymkonjugat. Als Substrat fiir die Peroxidase wird nun
ein Chromogen hinzugegeben, in diesem Fall TMB (Tetramethylbenzidin). Dieses bildet ein
blaues Endprodukt, was im Photometer verfolgt werden kann. Die Intensitat der Farbe ist dabei
proportional zu der Konzentration des entstandenen Farbstoffes und damit auch zu der

Konzentration des zu bestimmenden Antigens in der Probe.

Zuerst wurden die Plasmaproben (10 yl) mit einem Verdiinnungspuffer 1:500 verdinnt. Fiinfzig
Mikroliter einer Losung von biotinyliertem SAA-Antikérper und Verdiinnungspuffer (1:100), sowie
die gleiche Menge der verdiinnten Plasmaprobe respektive des Standarts wurden zusammen in
vorgegebene Mikrotiterplatten pipettiert und dort eine Stunde lang bei 37 °C inkubiert. Nach vier
Waschschritten wurden je 100 ul der Streptavidin-Peroxidase hinzugefigt und bei
Raumtemperatur 30 Minuten im Dunkeln inkubiert. Nach erneuten vier Waschschritten wurden
jeweils 100 yl TMB-Substrat hinzugegeben und nochmals 30 Minuten bei Raumtemperatur im
Dunkeln inkubiert. Danach wurde eine mitgelieferte Stopplésung (50 ul) hinzugegeben und
anschliefend die Absorption bei 450 nm mit einem Multiskan® Plus-Gerét (siehe Kapitel 3.1.7.,
Tabelle 9, Seite 33) gemessen. Von jeder Plasma- und Standartprobe wurden zwei Proben

einbezogen, alle Messungen wurden doppelt durchgefiihrt.
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Fur die statistische Analyse wurde der Kruskal-Wallis-Test hinzugezogen. Es handelt sich dabei
um einen statistischen Test, mit dem im Rahmen einer Varianzanalyse verglichen wird, ob sich
verschiedene unabhéngige Stichproben (Gruppen) hinsichtlich einer ordinalskalierten Variable
unterscheiden. Ein Unterschied wurde als signifikant erklart, wenn der p-Wert kleiner als 0,05 war.
Die SAA-Konzentrationen der verschiedenen Versuchsgruppen wurden in Box-und-Whisker-Plots

dargestellt.
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4 Ergebnisse

4.1 Patientengut

Von den einbezogenen neun HELLP-Patientinnen waren acht Erstgebdrende. Der
Altersdurchschnitt lag bei 28,2 Jahren, der Median betrug 24 Jahre. Das HELLP-Syndrom
entwickelte sich durchschnittlich in der 33. Schwangerschaftswoche, im Median in der
35. Schwangerschaftswoche.

Eine Patientin zeigte einen besonders schweren Verlauf, der trotz einer prépartalen
Plasmapherese mit einer Totgeburt in der 22. Schwangerschaftswoche endete. Zwei Patientinnen
(23%) entwickelten ein postpartales HELLP-Syndrom. Rechtsseitige Oberbauchschmerzen
gaben sechs von neun Patientinnen (67%) an. Bei sieben von neun Patientinnen (78%) wurde ein
Bluthochdruck, bei neun von neun Patientinnen eine Proteinurie beziehungsweise Odeme (100%)
festgestellt. Drei von neun HELLP-Patientinnen klagten iber Ubelkeit (34%), ebensoviele gaben
Kopfschmerzen an. Somit ist das verwendete Patientengut als reprasentativ fir das
HELLP-Syndrom zu betrachten [71,139,191].

Als Nebenerkrankungen waren bei der Mehrheit der Patientinnen (fiunf von neun) Allergien
bekannt, als haufigste (vier von neun) eine Allergie auf Nickel. In der gesunden Vergleichsgruppe
waren bei der Halfte der Frauen Allergien bekannt (drei von sechs), in zwei Fallen eine
Penicillin-Allergie, in einem Fall eine Allergie auf Tierhaare und Birkenpollen.

Bei einer Patientin (HELLP 1) war bereits vor der Schwangerschaft eine Hypertonie bekannt,
weswegen sie bereits mit einem Betablocker eingestellt war. Eine Patientin (HELLP 7) blieb
postpartal hyperton, so dass mit einer Ebrantil-Therapie begonnen wurde.

Bei der Vorstellung zum Zeitpunkt t2 berichteten alle Frauen Uber einen erfreulichen,
unkomplizierten Verlauf. Alle lebend geborenen Kinder entwickelten sich trotz teilweiser initialer

Anpassungsstérungen zeit- und perzentilengerecht.
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4.2 Proteomprofil des Plasmas von HELLP-Patientinnen

Entspechend der eingangs formulierten Fragestellung konnte fiir das HELLP-Syndrom ein
HELLP-typisches Referenzgel generiert werden. Dieses Gel bezieht alle identifizierten
Plasmaproteine von HELLP-Patientinnen und gesunden Schwangeren vor und nach der Geburt
ein (siehe Abbildung 1).

In jedem Gel konnten etwa 550 Proteinspots mit einer kolloidalen Coomassie-Farbung detektiert
werden. Das entspricht etwa der Anzahl aus vorbeschriebenen Plasmauntersuchungen [7]. Die
Intensitat der Proteinspots ist sowohl innerhalb, als auch zwischen den vier Gruppen sehr ahnlich.
Somit sind wichtige Voraussetzungen fiir den Vergleich der verschiedenen Gruppen und die

Suche nach krankheitsbedingten Verdnderungen gegeben.
Um einen allgemeinen Eindruck von Plasmaproteinen wahrend der Schwangerschaft und

insbesondere beim HELLP-Syndrom zu bekommen, wurden 102 Proteine mittels

massenspektrometrischem Peptidmassen-Fingerabdruck identifiziert (siehe Tabelle 10).

45



Abbildung 1: Referenzgel fiir das HELLP-Syndrom.

Dieses Gel stellt alle identifizierten Proteinspots dar und bezieht somit alle in dieser Arbeit nachgewiesenen

Veranderungen der Proteinexpression bei HELLP-Patientinnen ein. Es handelt sich um ein 2D-Gel (pH 4-7),
gefarbt mit kolloidalem Coomassie. Die eingefiigten Rechtecke A - F umrahmen die Gelbereiche, in denen
differentiell exprimierte Proteine gefunden wurden.
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Tabelle 10: Massenspektrometrisch identifizierte Proteine.

) ) )

Spotnummer ®  Proteinnamen b Accession-Nummer °

1 a1-Antitrypsin P01009
2 al1-Antitrypsin P01009
3 Inter-a-Trypsin Inhibitor H4 Q14624
4 Inter-a-Trypsin Inhibitor H4 Q14624
5 Inter-a-Trypsin Inhibitor H4 Q14624
6 Inter-a-Trypsin Inhibitor H4 Q14624
7 Inter-a-Trypsin Inhibitor H4 Q14624
8 Inter-a-Trypsin Inhibitor H4 Q14624
9 Hamopexin (B-1B-Glykoprotein) P02790
10 Hamopexin (B-1B-Glykoprotein) P02790
11 Hamopexin (B-1B-Glykoprotein) P02790
12 Hamopexin (B-1B-Glykoprotein) P02790
13 Hamopexin (B-1B-Glykoprotein) P02790
14 Serotransferrin (Transferrin) P02787
15 Serotransferrin (Transferrin) P02787
16 Serotransferrin (Transferrin) P02787
17 a-1B-Glykoprotein P04217
18 a-1B-Glykoprotein P04217
19 a-1B-Glykoprotein P04217
20 IgA 1C P01876
21 IgA 1C P01876
22 IgA 1C P01876
23 IgA 1C P01876
24 IgA 1C P01876
25 IgA 1C P01876
26 Angiotensinogen P01019
27 Angiotensinogen P01019
28 Angiotensinogen P01019
29 Angiotensinogen P01019
30 Angiotensinogen P01019
31 Antithrombin 11 P01008
32 Kininogen 1 P01042
33 Kininogen 1 P01042
34 Kininogen 1 P01042
35 Kininogen 1 P01042
36 Kininogen 1 P01042
37 Kininogen 1 P01042
38 Kininogen 1 P01042
39 Kininogen 1 P01042
40 Kininogen 1 P01042
41 a2-hs-Glykoprotein P02765
42 a2-hs-Glykoprotein P02765
43 a2-hs-Glykoprotein P02765
44 a2-hs-Glykoprotein P02765
45 a2-hs-Glykoprotein P02765
46 a1-Antitrypsin P01009
47 a1-Antitrypsin P01009
48 a1-Antitrypsin P01009
49 a1-Antitrypsin P01009
50 a1-Antitrypsin P01009
51 a1-Antitrypsin P01009
52 a1-Antitrypsin und Vitamin D-bindendes Protein P01009, P02774
53 Vitamin D-bindendes Protein P02774

47



54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102

Vitamin D-bindendes Protein
Vitamin D-bindendes Protein
Vitamin D-bindendes Protein
Fibrinogen y

Fibrinogen y

Fibrinogen y

Fibrinogen y

Fibrinogen y

Fibrinogen y

Fibrinogen y

Leuzin-reiches a2-Glykoprotein
Leuzin-reiches a2-Glykoprotein
Leuzin-reiches a2-Glykoprotein
Haptoglobin 3

Haptoglobin
Apolipoprotein AIV
Apolipoprotein AIV
Haptoglobin 8

Haptoglobin

Haptoglobin
Zink-a2-Glykoprotein
Zink-a2-Glykoprotein
Apolipoprotein J Clusterin
Apolipoprotein J Clusterin
Apolipoprotein J Clusterin
a1-Mikroglobulin
Apolipoprotein Al
Apolipoprotein Al
Apolipoprotein Al

Plasma Retinol-bindendes Protein
Apolipoprotein Al
Apolipoprotein Al

Serum Albumin

Serum Albumin

Serum Albumin

Haptoglobin a2

Haptoglobin a2

Haptoglobin a2
Transthyretin

Transthyretin

Transthyretin

Vitronektin (Fragment)
Vitronektin (Fragment)
Apolipoprotein Cll und CllI
Apolipoprotein All
Haptoglobin a1

Haptoglobin a1

Serum Amyloid A

Serum Amyloid A

P02774
P02774
P02774
P02679
P02679
P02679
P02679
P02679
P02679
P02679
P02750
P02750
P02750
P00738
P0O0738
PO6727
P06727
P0O0738
P0O0738
P0O0738
P25311
P25311
P10909
P10909
P10909
P02760
P02647
P02647
P02647
P02753
P02647
P02647
P02768
P02768
P02768
P00738
P0O0738
PO0738
P02766
P02766
P02766
P04004
P04004
P02652, P02656
P02652
P0O0737
PO0737
P02735
P02735

SwissProt Accession-Nummern

Spotnummern beziehen sich auf Abbildung 1
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Die Proteinspots aus der HELLP-Gruppe (I) und der Gruppe gesunder Schwangerer (1) wurden
unabhangig voneinander analysiert. Die ldentifizierung bestatigte, dass Spots, welche in den
Gruppen | und Il zum gleichen Ort wandern, den gleichen Proteinen entsprechen.

Erste Auffélligkeiten waren Expressions-Unterschiede beim qualitativen Vergleich zwischen den
Gruppen Schwangerer (I: HELLP und lll: gesunde Schwangere) und Mdtter (Il: post-HELLP und
IV: gesunde Miitter). Fibrinogen gamma (Spots 58 - 63) und Angiotensinogen (Spots 26 - 30)
zeigten unterschiedliche Expressionen. Beide Proteine sind wahrend der Schwangerschaft héher

exprimiert und scheinen somit schwangerschafts-assoziierte Veranderungen zu sein.

4.3 Differentielle Proteinexpressionen beim HELLP-Syndrom

Es konnten weitere Expressions-Unterschiede beim Vergleich von HELLP-Gelen mit Gelen
gesunder Schwangerer gefunden werden. Diese Unterschiede (siehe Abbildung 2) sind als
HELLP-bedingte Unterschiede anzusehen, da sie in der post-HELLP-Gruppe nicht detektierbar
waren.

Es fanden sich sowohl Proteinspots, welche verstarkt beim HELLP-Syndrom exprimiert waren, als
auch Spots, die geringer exprimiert waren im Vergleich zu gesunden Schwangeren (siehe
Tabellen 11 und 12).

Proteinspots mit einer héheren Expression in der HELLP-Gruppe wurden identifiziert als
Inter-alpha-Trypsin Inhibitor (Spots 3 - 8), Kininogen 1 (Spots 32 - 40), Fibrinogen gamma (Spots
58 - 63) und Transthyretin (Spot 94). Proteinspots mit einer geringeren Expression beim
HELLP-Syndrom wurden als a-Ketten vom Haptoglobin Allel 2 (Spots 89 - 91) und Allel 1 (Spots
99 und 100) identifiziert.

Der auffélligste Unterschied fand sich in der HELLP-Gruppe im Molekularbereich von circa 12 kDa.
Hier stellten sich stark Gberexprimierte Spots (101 und 102) dar. Diese Spots waren in finf von
sieben HELLP-Gelen (1) zu sehen (siehe Tabelle 12). In allen anderen Gruppen, post-HELLP (1l),
gesunde Schwangere (lll) und gesunde Mautter (IV) waren diese Spots nicht zu detektieren. Der
massenspektrometrische Peptidmassen-Fingerabdruck identifizierte diese Spots als Serum
Amyloid A (siehe Bereich F in Abbildungen 1 und 2).
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HELLP non HELLP

D. .

(E)

(F)- -

Abbildung 2: Differentiell exprimierte Gelbereiche (A - F) zwischen HELLP-Patientinnen und
gesunden Schwangeren (non HELLP). Differentiell ausgepragte Proteinspots sind umrandet. Die

Spotnummern sind identisch mit denen aus Abbildung 1 sowie aus den Tabellen 10 und 11. Die

Bezeichnung der Gelbereiche wurde in den Abbildungen 1 und 3 beibehalten.
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Tabelle 11: Differentiell exprimierte Proteine (analog zu Abbildung 2) zwischen HELLP-Patientinnen

und gesunden Schwangeren.

Spotnummern 2 Proteinnamen Accession-Nummer®  Gelbereich ©
3-8 Inter-a-Trypsin Inhibitor H4 Q14624 A
32-40 Kininogen 1 P01042 B
58 - 63 Fibrinogen y P02679 C
94 Transthyretin P02766 D
89 -91 Haptoglobin a2 P00737 E
99 + 100 Haptoglobin a1 P00737 E
26 - 30 Angiotensinogen P01019 -
101 + 102 Serum Amyloid A P02735 F
a) Spotnummern beziehen sich auf die Abbildungen 1 und 2

b) SwissProt Accession-Nummern

c) Gelbereiche bezeichnet wie in Abbildungen 1 - 3

Tabelle 12: Expressionsunterschiede qualitativ und quantitativ in allen Vergleichsgruppen.
Angegeben wird jeweils die Anzahl der Gele, in denen die entsprechenden Proteinspots

nachweisbar sind, bezogen auf alle aus der Gruppe einbezogenen Gele.

Protein I Il Il v
Inter-a-Trypsin Inhibitor H4 6/6 * 3/7 3/5* 1/6
Kininogen 1 217 o/7 0/6 0/6
Fibrinogen y 77 717 6/6 ** 6/6
Transthyretin 6/7 a4/7 4/6 3/6
Haptoglobine 77 *** 717 6/6 6/6
Angiotensinogen 77 317 6/6 2/6
Serum Amyloid A 5/7 **** 0/7 0/6 0/6
I HELLP-Patientinnen 1] Gesunde Schwangere

Il Post-HELLP-Patientinnen v Gesunde Mutter

*

Ein Gel in diesem Bereich nicht beurteilbar

*%

In den Gruppen I+1ll qualitativ starker exprimiert im Vergleich zu den Gruppen l1+1V, zusatzlich in

Gruppe | starker exprimiert als in Gruppe I

*k%k

In der Gruppe | qualitativ schwécher exprimiert im Vergleich zu den Gruppen II+IlI+IV

*kkk

In Gruppe | qualitativ stark Gberexprimiert im Vergleich zu den Gruppen lI+111+IV
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Es wurden densitometrische Analysen aller differentiell exprimierten Proteine angefertigt (siehe

Abbildung 3). Somit konnten die Unterschiede quantifiziert und statistisch ausgewertet werden.

Signifikante Unterschiede in der Proteinexpression beim HELLP-Syndrom ergaben der Bereich A
(Inter-a-Trypsin Inhibitor, p = 0,009), Bereich B (Kininogen 1, p = 0,003), Bereich C (Fibrinogen
gamma, p < 0,001), Bereich D (Transthyretin, p = 0,009), Bereich E (Haptoglobin a 1 und 2, p <
0,0019) und der Bereich F (Serum Amyloid A, p < 0,001). Die Expressionsunterschiede beim

Angiotensinogen waren nicht signifikant.
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Abbildung 3: Densitometrische Analyse der Spotvolumina der differenten Gelbereiche (A - F)
zwischen der HELLP- und der non HELLP-Gruppe. Die signifikanten Expressionsunterschiede sind als
Box-und-Whisker-Plots dargestellt. Die 25. bis 75. Perzentile werden als Box dargestellt, die strichférmigen
Verlangerungen bezeichnen die 5. bis 95. Perzentile. Die horizontale Linie in der Box stellt die 50. Perzentile,
das kleine Quadrat den Mittelwert dar. Die Minima und Maxima sind als Minuszeichen (-), die 1. und 99.

Perzentile als Kreuzchen (x) dargestellt.



4.4 Quantitative Analyse von Serum Amyloid A

Um zu Uberpriifen, ob die bei der 2D-Gelelektrophorese nachgewiesene Uberexpression von
Serum Amyloid A (SAA) validiert und bei weiteren Patientinnen nachvollzogen werden kann,
wurden die Plasma-Konzentrationen von Serum Amyloid A mit einem ELISA-Test bestimmt. Der
ELISA erlaubte es uns, die initiale Probenanzahl zu erhéhen, so dass wir die in der Zwischenzeit
gesammelten Proben einbeziehen konnten. Es wurden zwei zusatzliche HELLP-Plasmaproben
(somitn = 9in Gruppe 1), vier weitere Plasmaproben von gesunden Schwangeren (ergibt n = 10 in
Gruppe 1ll) sowie eine Plasmaprobe einer gesunden Mutter (n = 7 in Gruppe V) hinzugefugt
(siehe Tabelle 2, Seite 29). S&mtliche in der 2D-Gelelektrophorese analysierten Proben wurden
auch in diesen Test einbezogen.

Der ELISA ergab, dass die durchschnittiche Plasma-Konzentration von SAA beim
HELLP-Syndrom (I) 3,3-fach héher ist im Vergleich zu gesunden Schwangeren (lllI). Die
durchschnittliche Plasma-Konzentration in Gruppe | lag bei 7,41 mg/l (3,57 - 10,26 mg/l), wahrend
sie in Gruppe Il 2,28 mg/l (1,68 - 3,09 mg/l) betrug (siehe Abbildung 4).

4-
mag/L T
1]
T I -
0
| Il I v

Abbildung 4: Dargestellt sind die Konzentrationen des Serum Amyloid A in den vier Gruppen.

In der HELLP-Gruppe (I, 18 Messungen) wurde eine signifikant erhéhte Serum Amyloid A-Konzentration
(p < 0,001) gemessen im Vergleich zu den Kontroll-Gruppen post-HELLP (ll, 14 Messungen), gesunde
Schwangere (lll, 20 Messungen) und gesunde Mdutter (IV, 14 Messungen). Alle Proben wurden doppelt

gemessen. (Weiteres zur Legende siehe Abbildung 3, Seite 54.)
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Die hochste SAA-Konzentration in der Gruppe der gesunden Schwangeren (lll) liegt unter der
niedrigsten SAA-Konzentration in der HELLP-Gruppe (). Die statistische Auswertung bestatigte
den signifikanten Unterschied mit einem p-Wert kleiner als 0,001.

Die SAA-Konzentrationen waren in den Gruppen der Mutter (Il und IV) ebenfalls allesamt
niedriger als in der HELLP-Gruppe. Die durchschnittliche SAA-Konzentration im Plasma betragt
bei post-HELLP-Patientinnen (1) 2,28 mg/l (1,77 - 3,45 mg/l) und bei den gesunden Mittern (V)
2,61 mg/l (2,13 - 3,39 mg/l). Auch hier bestatigte die statistische Auswertung signifikant erhéhte
SAA-Konzentrationen im Plasma von HELLP-Patientinnen (1) im Vergleich zur
post-HELLP-Gruppe (ll, p < 0,05) und zur Gruppe gesunder Mutter (IV, p < 0,05).

Aufgrund dieser Ergebnisse ist es mdglich, zwischen den SAA-Konzentrationen der
HELLP-Gruppe und denen von allen anderen Gruppen eine Trennungslinie zu ziehen, bei der es
keine Uberlappungen gibt. Obwohl die Probenanzahl noch limitiert ist, kann ein Grenzwert bei
3,51 mg/l zur Unterscheidung zwischen HELLP und non HELLP festgelegt werden.
Plasmaproben mit einer SAA-Konzentration iber 3,51 mg/l kénnen klar als HELLP-Proben (I)
identifiziert werden, wahrend SAA-Konzentrationen unter 3,51 mg/l den non HELLP-Gruppen

(ILILIV) zugeordnet werden kdnnen.
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5 Diskussion

5.1 Die Rolle ausgewahlter Proteinfaktoren in der Schwangerschaft

sowie fiir die Diagnose des HELLP-Syndroms

Die Untersuchungen von Plasmaproben mit Hilfe proteinanalytischer Verfahren ergaben
signifikante Proteinunterschiede zwischen HELLP-Patientinnen und gesunden Probanden. Einige
dieser differenten Proteine kénnen als Akute-Phase-Proteine zusammengefasst werden. Es
wurde gezeigt, dass sowohl positive Akute-Phase-Proteine (Serum Amyloid A, Fibrinogen
gamma), als auch negative Akute-Phase-Proteine (Inter-a-Trypsin Inhibitor H4, Transthyretin)
beim HELLP-Syndrom vermehrt gebildet werden.

Als Akute-Phase-Proteine (APP) bezeichnet man eine Gruppe von etwa 30 unterschiedlichen,
biochemisch und funktionell nicht miteinander verwandten Proteinen, die bereits etwa 90 Minuten
nach Einsetzen einer Entziindungsreaktion in erhdhter (positive APP) oder erniedrigter (negative
APP) Konzentration im Plasma vorliegen. Die Gesamtheit aller Akute-Phase-Proteine ergibt ein
charakteristisches Proteinprofil.

Die Akute-Phase-Proteine greifen regulierend in die Immunantwort ein. Sie wirken als Mediatoren
und Inhibitoren der Entziindung, sorgen fur den Abtransport von Entziindungsprodukten und sind
an der Wiederherstellung des Gewebes beteiligt. Viele dieser Proteine wirken antiproteolytisch
und besitzen wahrscheinlich die Aufgabe, den entziindlichen Prozess lokal zu beschrénken und
einen Einbruch in den Gefaliraum mit daraus folgender systemischer Ausbreitung der
Entziindung zu verhlten [88]. Akute-Phase-Proteine stammen hauptséchlich aus der Leber,
wobei jeder Hepatozyt zur Synthese befahigt ist. Erhéhte Plasma-Konzentrationen bestimmter
Akute-Phase-Proteine sind diagnostisch relevant fir die Unterscheidung entziindlicher
Erkrankungen von Funktionsstérungen mit &hnlichem Krankheitsbild und haben auch
prognostische Bedeutung. Bei vielen Erkrankungen verlaufen Syntheseanstieg von
Akute-Phase-Proteinen und Grad des entziindlichen Prozesses parallel.

Weiterhin wurde in dieser Arbeit nachgewiesen, dass Kininogen beim HELLP-Syndrom vermehrt
exprimiert wird und vermutlich das Kinin-Kallikrein-System im Verlauf des HELLP-Syndroms eine

Rolle spielt.
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Sowohl die oben aufgefiihrten Akute-Phase-Proteine, als auch das Kininogen wurden bisher nicht
im Zusammenhang mit dem HELLP-Syndrom beschrieben.

Als Drittes wurden beim HELLP-Syndrom erniedrigte Haptoglobin-Konzentrationen gemessen.
Dieser Umstand ist bekannt und kann somit als positive Kontrolle der Messungen angesehen
werden.

Im Folgenden wird auf die Bedeutung der differentiell exprimierten Proteine gesondert

eingegangen.

5.1.1 Haptoglobin

Haptoglobin ist ein Transport- und Akute-Phase-Protein des Blutplasmas und gehért zur Gruppe
der a-Globuline. Seine Aufgabe ist die Bindung und der Transport von Hamoglobin, um es dem
Abbau im Retikuloendothelialen System (RES) zuzufiihren. Somit werden der Eisenverlust und
eine zusatzliche Nierenbelastung wahrend der Hdmolyse verhindert.

Die Konzentration von Haptoglobin im Blut liegt zwischen 0,5 und 2,5 g/l. Die Synthese erfolgt in
der Leber. Haptoglobin ist der empfindlichste zur Verfigung stehende Marker einer Hamolyse.
Durch seine relativ kurze Halbwertszeit ist das Haptoglobin bei einer Hamolyse bereits erniedrigt,
wenn andere Hamolysemarker (Kalium, LDH, indirektes Bilirubin) noch im Normbereich sind.
Somit wird es beim HELLP-Syndrom als friiher Hamolysemarker bestimmt. In 85 bis 97% der
HELLP-Patientinnen ist das Haptoglobin signifikant reduziert, allerdings erst im symptomatischen
Stadium [223].

Die Bestatigung der verminderten Haptoglobin-Expression in der HELLP-Gruppe kann als
positive Kontrolle der Messungen angesehen werden.

Haptoglobin besteht aus vier Polypeptidketten, zwei leichten (a1 und a2) und zwei schweren ([3).
Diese sind Uber Disulfidbriicken kovalent aneinander gebunden. Die a- und die B-Kette werden
Uber ein gemeinsames Gen auf dem Chromosom 16 kodiert. Beim Menschen gibt es
verschiedene Haptoglobin-Varianten, die sich aus den drei haufigsten Allelen der a-Kette ergeben
(Hpa1S, Hpa1F und Hpa2) [140]. Die p-Ketten sind bei allen Varianten identisch. Es kénnen
abhangig von der a-Kette verschiedene Phanotypen von Haptoglobin unterschieden werden. Als
haufigste Phanotypen sind hier das Hp 1-1, Hp 2-1 und Hp 2-2 zu nennen. Von Allison und
Blumberg ist die Verteilung dieser Phanotypen folgendermal3en beschrieben worden: Hp 1-1
weisen 11% der Bevdélkerung auf, wahrend Hp 2-1 bei 54% und Hp 2-2 bei 32% der Bevdélkerung

nachgewiesen wurden [5].
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In dieser Studie wurde unter den einbezogenen HELLP-Patientinnen bei einer von sieben
Patientinnen (14%) ein Hp 1-1- und in jeweils drei von sieben Patientinnen (43%) ein Hp 2-1-
beziehungsweise  ein  Hp 2-2-Phanotyp  nachgewiesen. = Somit  entsprechen die
HELLP-Patientinnen in ihren Haptoglobin-Ph&notypen etwa der tblichen Verteilung.

An dieser Stelle ist anzumerken, dass genetische Polymorphismen des Haptoglobins beim
Menschen mit einigen Erkrankungen in Verbindung gebracht werden. Dazu gehéren
Autoimmunerkrankungen, psychiatrische und kardiovaskuléare Erkrankungen sowie Diabetes und
HIV [50,82,115]. Ein Hinweis fiir solcherart Assoziation zeigt sich in dem Patientengut dieser
Studie nicht.

Weiterhin ist der Einfluss von Haptoglobin auf die Angiogenese und die Modulation der
Immunantwort beschrieben worden [115,121]. Ob dieser Einfluss auch beim HELLP-Syndrom

relevant ist, ware eine interessante Fragestellung weiterer Untersuchungen.

5.1.2 Fibrinogen

Auch Fibrinogen ist ein Akute-Phase-Protein, welches in der Leber gebildet wird. Fibrinogen ist
ein Glykoprotein, das ein Heterohexamer aus zweimal drei verschiedenen Ketten (a, B und vy)
bildet. Zwei Heterotrimere sind mit Disulfidbriicken miteinander verbunden. Mit einer
Plasmakonzentration von etwa 3 g/l ist Fibrinogen eines der héchst abundanten Plasmaproteine.
Fibrinogen fordert unter anderem die Proliferation und Migration glatter Muskelzellen und hat
dadurch Einfluss auf die Blutdruckregulation [31]. Bei der Blutgerinnung wird Fibrinogen durch das
Enzym Thrombin und Kalzium in Fibrin umgewandelt. Es ist somit wesentlich an der
Thrombenbildung, der Plattchenaggregation und der Modulation der Endothelfunktion beteiligt.
Wéhrend der Schwangerschaft erhéht sich die Plasmakonzentration des Fibrinogens um 100%
[29]. Diese Konzentrationszunahme von Nicht-Schwangerschaft (12) zu Schwangerschaft (t1)
konnte in unseren Experimenten nachvollzogen werden (siehe Tabelle 12, Seite 52). Weiterhin
wird Fibrinogen als entscheidender Faktor bei der Aufrechterhaltung der Schwangerschaft
beschrieben [90].

Fibrinogen bindet an spezifische Rezeptoren der Thrombozyten. Hawiger et al. zeigten, dass vor
allem die gamma-Kette fir die Bindung am Plattchenrezeptor bedeutsam ist [78]. Fibrinogen
gamma wurde in dieser Arbeit als signifikant erhdht beim HELLP-Syndrom nachgewiesen. Ob

dies in einem kausalen Zusammenhang mit der Gerinnungsaktivierung und der Ablagerung von
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Fibrinthromben beim HELLP-Syndrom steht, kann durch diese Arbeit nicht belegt werden.
Interessant ist jedoch der topografische Zusammenhang zwischen Bildungsort des Fibrinogens
und dem Hauptschadigungsort des HELLP-Syndroms. Hier kénnten weitere Studien zur

Pathophysiologie des HELLP-Syndroms ansetzen.

Es sind 19 verschiedene Mutationen der gamma-Kette beim Menschen beschrieben worden,
bisher jedoch keine im Zusammenhang mit HELLP [40]. Auch sind Mutationen der Fibrinogen
gamma-Kette nicht in Zusammenhang mit gravierenden Blutungskomplikationen beschrieben.

Daher ware es interessant, die Spot-Aggregate von Fibrinogen gamma (Spots 58 - 63) genauer zu

analysieren in Bezug auf Sequenzunterschiede und mégliche posttranslationale Modifikationen.

Neben seiner bedeutenden Rolle in der Hamostase spielt Fibrinogen bei verschiedenen
physiologischen und pathophysiologischen Vorgéngen eine Rolle. Hierzu gehdren Infektionen,
Wundheilung, Tumorprogression und Arteriosklerose. Studien postulieren Fibrinogen als

kardiovaskularen Risikofaktor, worauf im Folgenden nochmals zuriickgekommen wird [31].

5.1.3 Inter-a-Trypsin Inhibitor

Inter-a-Trypsin Inhibitor ist ein Plasmaprotein, dessen physiologische Funktion derzeit noch nicht
abschlieRend geklart ist. Man vermutet, dass es in die Akute-Phase-Reaktion involviert ist.

Es wird zum grof3en Teil in der Leber sythetisiert, in die Zirkulation sezerniert und es wurde im Urin
nachgewiesen [201]. Inter-a-Trypsin Inhibitor kommt in einer Konzentration von 500 mg/l im
Plasma vor. Da es nur fir maximal 5% der Trypsin-Inhibierung verantwortlich ist und Trypsin
normalerweise nicht im Plasma vorkommt, wird es auch nur als Inter-a-Inhibitor (lal) bezeichnet.
Inter-a-Inhibitor-Molekile bestehen aus einer leichten Kette, die auch als Bikunin bezeichnet wird,
und verschiedenen schweren Ketten (H1 - 4). An das Bikunin sind die schweren Ketten kovalent
gebunden [180].

Inter-a-Inhibitor ist ein Protease-Inhibitor mit weitem Wirkungsgebiet, jedoch relativ schwacher
Wirkung auf Proteasen [163]. Die antiproteolytische Aktivitat der Inter-a-Inhibitor-Familie beruht
auf dem Bikunin [180]. Zielproteasen sind Trypsin, Chymotrypsin, Neutrophile Elastase, Plasmin,
Kathepsin G, Granzyme K und Akrosin. Bikunin wurde immunhistochemisch in verschiedenen
Organen wie Leber, Nieren, Haut, Gallenblase, Bronchialmukus, Gehirn, Mukosa von Magen,

Darm und Appendix nachgewiesen [62].
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Die schweren Ketten kénnen sich untereinander kovalent binden, wobei Hyaluronsaure entsteht.
Diese Reaktion wird durch TSG-6 (Tumor necrosis factor stimulated gene 6) vermittelt [91]. Die
Bildung von TSG-6 wiederum wird durch inflammatorische Mediatoren stimuliert.

Das TSG-6-Molekul besitzt eine Bindungsstelle zu Hyaluronsdure, einem wichtigen Bestandteil
der extrazelluldren Matrix. TSG-6 bindet somit auch an die Hyaluronsdure der schweren Ketten
des Inter-a-Inhibitors und fuhrt auf diese Weise zu einer Stabilisierung der extrazellularen Matrix.
Man vermutet, dass durch diese Hyaluron-vernetzten Komplexe die Hyaluronsdure gegen den
Abbau durch Sauerstoffradikale geschitzt wird und den zerstérenden Effekt der aktivierten
neutrophilen Granulozyten eindammt. Bei inflammatorischen Prozessen im arthritischen Knorpel
und in Kumulus-Zellen bei der Ovulation sind diese Komplexe nachgewiesen worden [63]. Daher
werden Inter-a-Inhibitoren als antiinflammatorische Substanzen betrachtet [104].

Opal et al. wiesen in einer grolRen Studie nach, dass Inter-a-Inhibitor-Proteine bei schwerer
Sepsis signifikant erniedrigt sind, was wiederum ihre antiinflammatorische Wirkung nahelegt
[159].

TSG-6 bindet auch an das Bikunin und erhéht somit seine Antiplasmin-Aktivitat. Eine verminderte
Plasmin-Aktivitat fihrt zu einer verminderten Fibrinolyse [141]. Bikunin inhibiert weiterhin Faktor
Xa und Plasma-Kallikrein, was in den folgenden Ausfiihrungen noch von Bedeutung sein wird
[145].

Fur Bikunin wurden nicht allein antiproteolytische, sondern auch antiinflammatorische Effekte
nachgewiesen (siehe Tabelle 13). Studien postulieren eine Bikunin-abh&ngige Suppression der
Lipopolysaccharid-induzierten Zytokinsynthese, indem Bikunin in die Signaltransduktion eingreift.
Bikunin verhindert den Kalziumeinstrom in die Zelle, indem es an den LPS-Rezeptor bindet und
somit die Signaltransduktion blockiert. An dessen Ende steht die Aktivierung verschiedener
Transkriptionsfaktoren, welche die Zytokinexpression stimulieren. Somit wird die

Zytokinexpression vermindert und der Inflammation entgegengewirkt [104].

Tabelle 13: Eigenschaften von Bikunin nach Fries et al. [62].

Eigenschaften von Bikunin

Bestandteil der Proteinkomplexe zur Stabilisierung der extrazellularen Matrix
Inhibitor der LPS-induzierten Neutrophilen-Stimulation

Wachstumsfaktor fiir Endothelzellen

Inhibitor der Kontraktion glatter Muskelzellen

Plasmin Inhibitor

Faktor Xa Inhibitor

Kallikrein Inhibitor

Inhibitor der Formation von Kalziumoxalat-Kristallen
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Daveau et al. beschreiben bei Entziindungsreaktionen eine gleichzeitige Synthese von positiven
und negativen Akute-Phase-Proteinen von Inter-a-Inhibitoren [47]. Dabei weisen sie nach, dass
die schweren Ketten H3 bei Inflammation vermehrt, und H2 und Bikunin vermindert gebildet
werden. Auf das H1-Gen schien die Inflammation keinen Effekt zu haben. Das H4 war zu dem
Zeitpunkt dieser Studie noch nicht beschrieben. Was fur eine Rolle Inter-a-Inhibitor H4 in der

Entziindungsreaktion spielt, ist bislang ungeklart.

5.1.4 Kininogen

Aus Kininogen wird Kinin unter der Wirkung von Kallikrein gebildet. Kinine sind biologisch aktive
Peptide (Bradykinin und Kallidin), die zu den Gewebshormonen zahlen. Das
Kinin-Kallikrein-System spielt eine Rolle bei Entziindung, Blutdruckkontrolle, Gerinnung und
Schmerz. Es wurde 1909 von Abelous und Bardier entdeckt, als sie feststellten, dass eine
Injektion mit Urin (mit hohem Kiningehalt) zu einer Hypotonie fuhrte [2].

Das Kinin-Kallikrein-System besteht aus einer Reihe grolRer Proteine (hoch- und
niedermolekulares Kininogen), einigen kleinen Peptiden (Bradykinin und Kallidin) und einer
Gruppe von Enzymen, welche die Substanzen aktivieren und deaktivieren (Kallikreine,
Carboxypeptidasen, Angiotensin-Converting-Enzym, neutrale Endopeptidase).

Sowohl das hochmolekulare Kininogen (HMW-Kininogen), als auch das niedermolekulare
Kininogen (LMW-Kininogen) werden in der Leber synthetisiert. Sie werden durch alternatives
Spleiften gebildet. LMW-Kininogen kann auch lokal von zahlreichen Geweben unter der Wirkung

von Gewebekallikrein gebildet werden.

Kininogene bestehen aus drei Anteilen: einer schweren Kette (gleich bei HMW- und
LMW-Kininogenen), dem Bradykininteil als Bindeglied und einer leichten Kette, die sich zwischen
HMW- und LMW-Kininogenen unterscheidet. Die Kininogene sind eingeteilt in verschiedene
Domainen (1 - 6), von denen jede mit einer bestimmten Funktion verbunden ist. Im Gegensatz
zum LMW-Kininogen besitzt das HMW-Kininogen eine zuséatzliche sechste Domaine.

Kininogene binden an Endothelzellen und Thrombozyten. Auf diese Weise verhindern sie die
Bindung von Thrombin, einem der potentesten Thrombozytenaktivatoren, und damit die
Thrombin-induzierte Aktivierung dieser Zellen. Somit wirken Kininogene antiadhasiv.

Uber die sechste Domaine wirkt HMW-Kininogen zusétzlich antikoagulatorisch.
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Aus HMW-Kininogen wird das Nonapeptid Bradykinin, aus LMW-Kininogen das Dekapeptid
Kallidin synthetisiert. Bradykinin und Kallidin sind Vasodilatatoren. Beide wirken hauptsachlich
Uber den Typ 2 Bradykinin(B2)-Rezeptor, wahrend ihre Carboxypeptidase-Metaboliten
Des-Arg9-Bradykinin und Des-Arg10-Kallidin in erster Linie tber den B1-Rezeptor wirken [30].
Bradykinin und Kallidin bewirken Uber G-Protein-gekoppelte B2- oder B1-Rezeptoren eine
erhdhte intrazelluldare Kalziumkonzentration und die Freisetzung von Mediatoren. Bradykinin ist
ein potenter Endothel-abhangiger Vasodilatator Uber die Freisetzung von Stickstoffoxid und
EDHF [30].

Weiterhin sind Bradykinin und Kallidin in die Entzindungsreaktion involviert, indem sie die
Geféalpermeabilitdt erhéhen, die Nozizeptoren stimulieren und Entziindungsmediatoren wie zum
Beispiel Arachidonsaure-Metaboliten freisetzen [197].

Im Blutgerinnungssystem stimulieren Bradykinin und Kallidin selektiv die Sekretion des
Gewebs-Plasminogenaktivators (tPA) [36]. Sie wirken also vasodilatatorisch, proinflammatorisch

und profibrinolytisch.

Im kardiovaskuldren System spielt das Kinin-Kallikrein-System eine Rolle bei der Feinregulation
der glatten GefalRmuskulatur und damit bei der lokalen Blutdruckregulation. Dabei wirkt es
kardioprotektiv, das heil’t es schitzt vor arterieller Hypertension und Myokardischamien [131].

Die Inaktivierung der Kinine erfolgt Gber die Abspaltung C-terminaler Dipeptide mittels der
Peptidyl-Dipeptidase, einem Enzym, welches mit dem Angiotensin-Converting-Enzym (ACE) des
Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems identisch ist. Der kardioprotektive Effekt der
ACE-Hemmer, etablierte Medikamente in der Hypertonie-Behandlung, werden unter anderem mit

der erhdhten Bradykinin-Konzentration erklart.

In dieser Arbeit wurden signifikant erhdhte Konzentrationen von Kininogen 1 beim
HELLP-Syndrom nachgewiesen. Das LMW-Kininogen ist ein 66 kDa schweres B-Globulin mit
einer Plasmakonzentration von 160 mg/l und einem isoelektrischen Punkt von 4,7.
HMW-Kininogen ist ein 120 kDa schweres a-Globulin mit einer Plasmakonzentration von 80 mg/I
und einem isoelektrischen Punkt von 4,3 [36]. Der in dieser Arbeit nachgewiesene Kininogen 1
precursor (72 kDa) ist ein Vorlaufer des LMW-Kininogens, von welchem es zwei Isoformen gibt,
Kininogen 1 und 2.

Bereits in den 1980er Jahren wurden erhéhte Kininogen-Konzentrationen im Plasma von
Praeklampsie-Patientinnen beschrieben [43]. Im Zusammenhang mit dem HELLP-Syndrom gab

es bisher keine derartigen Publikationen.
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Wann kommt es zu dieser Uberexpression des Kininogens? Es gibt zwei Méglichkeiten dieser
vermehrten Kininogen-Produktion: primar oder sekundar, als auslésender oder direkt mit dem
auslésenden Prozess des HELLP-Syndroms verbundener Mechanismus oder als sekundare
Reaktion auf diese Verdnderungen. Bei letzterem wirde es mdglicherweise als
gegenregulatorische Reaktion auf die Hypertonie, Thrombozytenaggregation, Inflammation und
die disseminierte intravasale Koagulopathie beim HELLP-Syndrom gebildet werden.

Auch eine primére Konzentrationserhéhung von Kininogen durch die verminderte Umwandlung
von Kininogen in Bradykinin und Kallidin ware denkbar. Dies kénnte zum Beispiel durch einen
Enzymdefekt bedingt sein. Dadurch k&me es zu einem Ungleichgewicht in der Blutdruck-,
Entziindungs- und Gerinnungsregulation zugunsten einer vermehrten Vasokonstriktion,
Inflammation und Koagulation. Das Enzym Kallikrein ist fur diese Umwandlung verantwortlich.

In der Literatur sind verminderte  Kallikrein-Konzentrationen im  Urin  von
Praeklampsie-Patientinnen beschrieben worden. Bereits 1976 wiesen Elebute et al. nach, dass
die Kallikrein-Konzentration im Urin bei Praeklampsie signifikant unter das Level
Nichtschwangerer féllt [53]. Khedun et al. konnten diese Befunde spezifizieren, indem sie eine
verminderte Aktivitat von Gewebekallikrein in praeklamptischen Schwangeren im Vergleich zu
normotensiven Schwangeren nachwiesen [98]. Bezlglich des HELLP-Syndroms gibt es keine
Studien dieser Art.

Genetische Untersuchungen des Gewebekallikreins zeigten einen Polymorphismus der
Promoterregion des Gewebekallikrein-Gens KLK 1, welcher mdglicherweise assoziiert ist mit
einer Hypertension [231]. Fur die Praeklampsie respektive das HELLP-Syndrom sind keine
derartigen Studien publiziert. Die genetische Untersuchung des Gewebekallikrein-Gens bei
Praeklampsie- und HELLP-Patientinnen und der anschlieliende Vergleich mit normotensiven,

gesunden Schwangeren wére jedoch ein vielversprechender Ansatz.

Forteza et al. wiesen nach, dass Bikunin, die leichte Kette des Inter-a-Inhibitors (siehe Kapitel
5.1.3., Tabelle 13, Seite 61), die Aktivitdt des Gewebekallikreins signifikant inhibiert [59]. Das
wurde in einer durch bronchoalveoldre Lavage gewonnenen FlUssigkeit bei Asthmatikern
nachgewiesen, und zwar nur nach Allergenstimulation und nicht unter reizlosen Bedingungen.
Bikunin ist ein potenter Proteaseinhibitor, dessen Gewebekallikrein-Inhibierung durch das TSG-6
potenziert wird. Es setzt freies und damit aktives Bikunin bei der Komplexbildung mit den
schweren Ketten des Inter-a-Inhibitors frei. Forteza et al. postulieren, dass TSG-6 eine protektive

Rolle im Bronchialepithel spielt, indem es Proteasen in den Atemwegen inhibiert.
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Ubertragen auf das HELLP-Syndrom kénnte das bedeuten, dass als Gegenreaktion auf die
Inflammation antiinflammatorische Proteine wie TSG-6 und Inter-a-Inhibitor (siehe Kapitel 5.1.3.,
Seite 60) vermehrt gebildet werden. In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass auch bei gesunden
Schwangeren im Vergleich zu gesunden Muttern vermehrt Inter-a-Inhibitor gebildet wird.

TSG-6 bildet nun Komplexe mit den schweren Ketten des Inter-a-Inhibitors. Bikunin wird
freigesetzt, um die antiinflammatorischen Effekte zu verstarken. Soweit kdnnte es auch bei einer
gesunden Schwangerschaft ablaufen.

Beim HELLP-Syndrom als Komplikation der Praeklampsie liegt im Vergleich zu einer gesunden
Schwangerschaft eine verstarkte inflammatorische Situation vor [49,172,193]. Hier wird als
Gegenregulation die Inter-a-Inhibitor-Bildung massiv gesteigert, was in dieser Arbeit belegt wurde.
Es werden auch vermehrt TSG-6 und somit Bikunin-freisetzende TSG-6-HC-Komplexe gebildet.
Nun kommt neben der antiinflammatorischen Wirkung von Bikunin auch die antiproteolytische
Wirkung zum Tragen: die Hemmung der Aktivitdt des Gewebekallikreins. Diese Wirkung des
Bikunins wird nur nach Allergenstimulation, wenn das Immunsystem stark aktiviert ist,
beschrieben [59]. Eine starke Aktivierung des Immunsystems liegt auch beim HELLP-Syndrom
vor. Auch Morishita et al. wiesen nach, dass die antiproteolytische Aktivitdt des Bikunins
konzentrationsabhéngig ist [145].

Durch die verminderte Aktivitit des Gewebekallikreins kommt es zur Uberexpression von
Kininogen. Bradykinin und Kallidin werden vermindert gebildet und es resultiert ein
Ungleichgewicht in der Blutdruck-, Entziindungs- und Gerinnungsregulation zugunsten einer
vermehrten Vasokonstriktion, Inflammation und Koagulation - Mechanismen, die beim
HELLP-Syndrom und bei der Praeklampsie eine entscheidende Rolle spielen.

Wenn man von der Richtigkeit dieser Hypothese ausgeht, ist anzunehmen, dass ein gewisser
Umschlagspunkt in der Inflammationssituation erreicht werden muss, um durch die zuvor
beschriebenen Mechanismen das klinische Bild einer Prdeklampsie respektive eines
HELLP-Syndroms auszulésen.

Die Leberbeteiligung beim HELLP-Syndrom ist somit allerdings noch nicht erklarbar.

Die Préeklampsie als dekompensierte und generalisierte inflammatorische Antwort des
mitterlichen Organismus auf die Schwangerschaft wird von vielen Autoren postuliert [172,193].
Diese Dekompensation des Immunsystems ist entweder auf einen zu starken Stimulus oder eine
UberschielRende mitterliche Reaktion zuriickzufiihren. Redman et al. gehen davon aus, dass es
keinen speziellen Ausléser fiir diese Erkrankung gibt. Vielmehr sei die Praeklampsie als extremes
Ende einer Vielzahl von mitterlichen Anpassungsmechanismen wahrend der Schwangerschaft
zu betrachten [172].
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5.1.5 Zusammenspiel Kinin-Kallikrein-System und Renin-Angiotensin-System

AbdAlla et al. haben eine Heterodimerisation von einerseits AT1-Rezeptoren des
Vasokonstriktors Angiotensin | und andererseits B2-Rezeptoren des Vasodilatators Bradykinin
entdeckt. Diese heterodimeren AT1-B2-Rezeptoren sind bei der Praeklampsie signifikant
Uberexprimiert [1].

Mit der vermehrten Expression der AT1-B2-Rezeptoren wurde auch eine erhéhte Ansprechbarkeit
von Angiotensin Il beobachtet, was zu einer vermehrten Vasokonstriktion fuihrt. AT1-Rezeptoren
sind normalerweise Monomere, die durch oxidativen Stress, wie er auch im Rahmen einer
normalen Schwangerschaft auftritt, inaktiviert werden. Die AT1-B2-Rezeptoren jedoch werden
durch oxidativen Stress nicht inaktiviert. Somit ist méglicherweise die vermehrte Ansprechbarkeit
von Angiotensin Il bei der Praeklampsie erklarbar.

Shen et al. wiesen jlingst an Mausezellen nach, dass die Transkription des B2-Rezeptor-Gens
direkt durch den AT1-Rezeptor reguliert wird. Angiotensin Il induziert somit die Expression des
B2-Rezeptors [190].

Wenn man diese Ergebnisse auf den Menschen Ubertragen wirde — was abzuwarten ist — so
wére die Frage, warum Angiotensin I, welches sowohl bei gesunden als auch bei
préeklamptischen Schwangeren gebildet wird, bei der Préeklampsie zur vermehrten Bildung von

B2-Rezeptoren fiihren sollte.

Neben Angiotensin Il gibt es weitere Stimuli, welche die Rezeptorexpression erhéhen. Dazu
gehdren zum Beispiel proinflammatorische Zytokine wie TNFa [72], Ischdmie [209] und
Ostrogene [148]. All diese Faktoren kénnten bei der Praeklampsie und beim HELLP-Syndrom
eine Rolle spielen: wie zuvor ausgefuhrt (siehe Kapitel 5.1.4., Seite 65) glauben viele Autoren,
dass sich wahrend einer gesunden Schwangerschaft ein inflammatorischer Zustand entwickelt,
der sich bei einer Praeklampsie verstarkt [172,193]. Weiterhin spielt die inadaquate
Trophoblastinvasion mit daraus resultierender plazentarer Hypoxie bei der Préeklampsie eine
Rolle (siehe Kapitel 2.1.2., Seite 13) [17,168]. Und schlieRlich wird wahrend der Schwangerschaft

zunehmend Ostrogen von der Plazenta gebildet, bis zu einem Peak vor der Entbindung [148].

66



Zusatzlich steuert die erhdéhte Ansprechbarkeit auf Angiotensin Il mdéglicherweise zu einem
erhéhten oxidativen Stress bei, indem es die vaskuldre NADPH-Oxidase stimuliert [161]. Auf
diese Weise werden Superoxid-Anionen gebildet, welche eine Endotheldysfunktion bewirken -
einem Pathomechanismus, wie er bei der Praeklampsie und dem HELLP-Syndrom beobachtet
wird (siehe Kapitel 2.1.3., Seite 19).

Als neue Komponente des Renin-Angiotensin-Systems wird in der Literatur das Angiotensin-(1-7)
beschrieben, welches die Wirkung von Angiotensin Il antagonisiert [182]. Uber die Freisetzung
von Stickstoffoxid, Bradykinin und Prostazyklin wirkt es vasodilatatorisch und antiproliferativ.
Weiterhin hat Angiotensin-(1-7) antiangiogenetische Effekte [129].

Merrill et al. haben erniedrigte Angiotensin-(1-7)-Konzentrationen bei Praeklampsie im Vergleich
zu erhdhten Konzentrationen bei gesunden Schwangeren gemessen und als Erkldrungsansatz
fur die arterielle Hypertension bei der Préaeklampsie diskutiert [138].

Weiterhin wurde ein neues Angiotensin-Converting-Enzym-Homolog, das ACE2, beschrieben
[52]. ACE2 ist eine Carboxypeptidase, welche Angiotensin-(1-7) bildet und gleichzeitig
Angiotensin Il inaktiviert [216].

Valdés et al. fanden eine gleiche Expression von Angiotensin-(1-7) und ACE2 in
Plazentaschnitten von gesunden und praeklamptischen Schwangeren. Sie wiesen
Angiotensin-(1-7) und ACE2 im Synzytiotrophoblasten, Zytotrophoblasten, in Deziduazellen,
glatten Muskelzellen der Villi, sowie im arteriellen und venésen umbilikalen Endothel nach [213].
AusschlieB8lich im Endothel der Umbilikalarterien fand sich in der Praeklampsie-Gruppe eine
erhdhte Expression von ACE2. Aufgrund der uteroplazentaren Lokalisation von Angiotensin-(1-7)
und ACE2 in der Schwangerschaft diskutierten sie eine autokrine Funktion von Angiotensin-(1-7)
in Bezug auf die vasoaktive Regulation im Rahmen der Plazentation.

Eine lokale Wirkung des Angiotensins-(1-7) kdnnte einen Erkldrungsansatz fur die plazentare
Hypoxie bieten, welche als initiales Ereignis bei der Praeklampsie beschrieben wird [17,168]. Die
inaddquate Umwandlung der dezidualen und myometranen Segmente der Spiralarterien in
NiederdruckgeféRe kénnte durch den antiangiogenetischen Effekt des Angiotensin-(1-7) bedingt
sein, woraus eine Beeintrachtigung der uteroplazentaren Durchblutung resultieren wiirde. Auf die
systemische Vasoregulation scheint es jedoch keinen wesentlichen Einfluss zu haben. Hier
dominiert der Angiotensin I|l-Effekt, verstarkt durch die vermehrte Expression der

AT1-B2-Rezeptoren bei Praeklampsie.

67



In dieser Arbeit fanden sich in der differentiellen Gelanalyse die als Angiotensinogen
identifizierten Spots in der Gruppe der gesunden Schwangeren erhéht exprimiert. Das entspricht
bisherigen Erkenntnissen, bei denen erhéhte Konzentrationen von Angiotensin I, Il und
Aldosteron bei gesunden Schwangeren im dritten Trimenon gemessen wurden.

Im Vergleich dazu werden die Konzentrationen von Angiotensin |, 1l und Aldosteron bei
Patientinnen mit Préeklampsie als signifikant erniedrigt beschrieben [114]. Dies wiederum kénnen
die Untersuchungen dieser Arbeit nicht bestatigen. Im Vergleich zu den nicht-schwangeren
Kontrollgruppen (ll, IV) ist das Angiotensinogen sowohl in der HELLP-Gruppe (l) als auch in der
Gruppe der gesunden Schwangeren (lll) erhéht exprimiert (siehe Tabellen 11 und 12, Seite 52).
Die densitometrische Auswertung allerdings ergab keine signifikant erhéhte Expression von

Angiotensinogen in der HELLP-Gruppe im Vergleich zu gesunden Schwangeren.

5.1.6 Transthyretin

Transthyretin ist ein Transportprotein im Blutplasma. Es wird vorwiegend in der Leber synthetisiert.
Nachzuweisen ist es vor allem im Plexus choroideus, aber auch in der Leber.

Transthyretin erhélt als Transportprotein die physiologischen Konzentrationen von Retinol
(Vitamin A), Retinol-bindendem Protein und Thyroidhormonen im Blutplasma aufrecht [55].

Bei chronisch aktiven Entziindungen ist Transthyretin vermindert. Daher wird es auch als
negatives Akute-Phase-Protein bezeichnet.

Weiterhin steht es im Zusammenhang mit Amyloidosen. Den Amyloidosen liegen Stérungen der
Proteinfaltung zugrunde, die dazu flhren, dass sich I6sliche Proteine infolge einer
Konformationsanderung als unlésliche fibrillare Aggregate ablagern. Dies kann extrazellular oder
intrazellular, systemisch oder lokalisiert erfolgen. Bis heute sind mehr als 20 amyloidogene
Proteine bekannt [186].

Transthyretin ist bereits in physiologischer Form leicht amyloidogen und bedingt im Alter die senile
systemische Amyloidose. Darlber hinaus kdnnen genetisch verédnderte Varianten des
Transthyretins zu erblichen Amyloidosen fiihren, nur etwa 10% der Transthyretin-Mutationen
scheinen nicht amyloidogen zu sein. Fir die angeborene Amyloidose wird haufig auch der Begriff
.Familidre Amyloid Polyneuropathie" (FAP) verwendet. Bislang sind mehr als 80 Mutationen
bekannt, eine der haufigsten ist die Val30Met-Mutation [10].

Die Ablagerungen erfolgen gréRtenteils in den peripheren Nerven und/oder im Herzen und flhren

dort zu Neuropathien respektive Kardiomyopathien [183].
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Es wurde nachgewiesen, dass der Blutfluss in peripheren Geweben von Amyloidose-Patienten
vermindert ist. Es gibt Hinweise dafiir, dass dieser Effekt teilweise durch eine verminderte
Produktion von Stickstoffoxid, auch als EDRF (endothelium-derived relaxing factor) bezeichnet,
bedingt ist [11].

Wie eingangs ausgefiihrt (siehe Kapitel 2.1.3., Seite 19), wird auch bei der Prédeklampsie eine
verminderte Produktion oder Aktivitdt endothelabhdngiger Vasodilatatoren wie zum Beispiel

Stickstoffoxid als Ursache der verminderten endothelabhangigen Gefélirelaxation diskutiert.

Um diesem Hinweis nachzugehen ware es interessant, beim HELLP-Syndrom respektive bei der

Préaeklampsie genetische Analysen des Transthyretins anzufertigen.

Vascotto et al. wiesen Kkirzlich bereits im zweiten Trimenon signifikant erhdhte
Transthyretin-Monomere in der Amnionflissigkeit von Schwangeren nach, die spéater eine
Praeklampsie entwickelten. Transthyretin liegt normalerweise als Homotetramer vor. Da die
Monomere des Transthyretins oxidierte Formen sind, vermuten sie, dass der erhdhte oxidative

Stress bei der Praeklampsie dafiir verantwortlich ist [214].

5.1.7 Serum Amyloid A

Eine signifikant erhéhte Serum Amyloid A-Expression beim HELLP-Syndrom wurde mit Hilfe der
2D-Gelelektrophorese festgestellt und mit einem ELISA-Test validiert und quantifiziert. Im
ELISA-Test wurden bei allen HELLP-Patientinnen erhdhte SAA-Konzentrationen gemessen.
Auch bei jenen, welche in der Gelelektrophorese keine Uberexprimierten Spots zeigten. Das ist
moglicherweise auf eine geringere Nachweissensitivitdt der 2D-Gelelektrophorese im Vergleich

zum ELISA-Test zurlickzufiihren.

Das Molekulargewicht von Serum Amyloid A liegt bei 12 kDa. Parallel zu dieser Arbeit wurden in
unserer Arbeitsgruppe massenspektrometrische Untersuchungen von HELLP-Plasma angefertigt.
Auch dabei war der auffalligste Unterschied ein Peak bei 11,8 kDa, der in der Mehrzahl der

HELLP-Spektren im Gegensatz zu denen der Kontrollgruppe detektiert werden konnte [106].
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Kirzlich wurden erhéhte SAA-Konzentrationen im Plasma von préaeklamptischen Schwangeren
nachgewiesen [54]. Bei der Praeklampsie lag die Serum Amyloid A-Konzentration bei
durchschnittlich 28,2 ng/l (7,2 - 135 ng/l) im Vergleich zu 7,8 ng/l (4,65 - 24,6 ng/l) bei gesunden
Schwangeren.

In dieser Arbeit wurde eine durchschnittliche Plasma-Konzentration von Serum Amyloid A beim
HELLP-Syndrom von 7,41 mg/l (3,57 - 10,26 mg/l) im Vergleich zu 2,28 mg/l (1,68 - 3,09 mg/l) bei
gesunden Schwangeren gemessen. Die durchschnittiche Plasma-Konzentration beim
HELLP-Syndrom ist 3,3-fach hoher als bei gesunden Schwangeren. Die angegebenen
Konzentrationsangaben dieser Arbeit korrelieren mit den Literaturangaben. Der Referenzwert von
SAA im Plasma liegt bei Werten bis 1 mg/l, bei Entziindungen steigt die SAA-Konzentration
innerhalb von wenigen Stunden auf Werte bis 2000 mg/l [65,224].

Serum Amyloid bezeichnet eine Familie von Apolipoproteinen, die von verschiedenen Genen mit
einer hohen Allelvariation gebildet werden [130]. Beim Menschen gibt es vier Gene fiir Serum
Amyloid A (SAA 1 - 4), die auf dem Chromosom 11 liegen [116,187]. Serum Amyloid A1 ist die am
haufigsten exprimierte Isoform. Auch in dieser Arbeit zeigte sich das Serum Amyloid A1 als die am

haufigsten detektierte Isoform.

Serum Amyloid A ist ein Akute-Phase-Protein. Seine Konzentration im Blut kann sich bis zu
1000-fach erhéhen als Reaktion auf Trauma, Infektion, Inflammation und Neoplasie [211]. Die
Bildung wird durch Zytokine wie Interleukin 1 und 6 sowie TNF induziert [170]. Da es Hinweise gibt,
dass die SAA-Konzentration mit dem Ausmal des zerstorten Gewebes korreliert, wurde SAA als
Aktivitats- und Verlaufsmarker unter laufender Therapie bei verschiedenen inflammatorischen
Erkrankungen diskutiert [130].

Interessanterweise ist Serum Amyloid A aber auch ein Marker fir low-grade-Inflammation und
kann ein erhéhtes Risiko fur kardiovaskuldre Erkrankungen vorhersagen [23,45]. Es wurde in
arteriosklerotischen Léasionen der Gefdllwand, Makrophagen und glatten Muskelzellen
nachgewiesen [137,228].

Bei chronisch inflammatorischen Erkrankungen wie bei der Rheumatoiden Arthritis oder dem
Familidren Mittelmeerfieber wurde eine kontinuierliche Serum Amyloid A-Erhéhung mit der
Entwicklung einer sekundéren reaktiven AA-Amyloidose in Verbindung gebracht. Bei der
AA-Amyloidose kommt es zur Ablagerung von Fibrillen, die sich von Serum Amyloid A ableiten.
Diese Fibrillenablagerung, zum Beispiel in den Nieren, Nebennieren, Milz, Leber und im

Magen-Darm-Trakt, kann die Organfunktion beeintréchtigen [196].
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Es ist bisher keine Amyloidose in Zusammenhang mit dem HELLP-Syndrom beschrieben worden.

Die Funktionen von Serum Amyloid A sind vielfaltig. Serum Amyloid A selbst fuhrt zur
Thrombozytenadhédsion, wahrend ein von Serum Amyloid A abgeleitetes Peptid diese
Thrombozytenadhésion inhibiert [212]. Weiterhin bindet es an neutrophile Granulozyten und
verhindert dadurch eine UberschielRende oxidative Reaktion bei Stimulation der Neutrophilen
[123]. Serum Amyloid A induziert die Migration, Adhdsion und Gewebsinfiltration von Monozyten
und Leukozyten [18]. Somit ist es in die Schliisselmechanismen der Inflammation einbezogen.

Serum Amyloid A ist weiterhin in den Fettstoffwechsel involviert, indem es bei Inflammation das
Apolipoprotein 1 im HDL-Komplex ersetzt. Durch Bindung an HDL-Cholesterol bewirkt Serum
Amyloid A einen HDL-Transfer von den Hepatozyten zu den Makrophagen [101]. Somit scheint
sich bei Inflammation die urspringlich antiatherogene Wirkung des HDL-Cholesterols in

Anwesenheit von SAA in eine proatherogene Wirkung umzuwandeln [13].

SAA wird grofdtenteils in der Leber gebildet und ins Plasma sezerniert. Neben der Leber wird es
auch in extrahepatischen Geweben, unter anderem in der Plazenta, gebildet. In Endothelzellen
und Lymphozyten wurde ebenfalls eine SAA-Expression beobachtet [210].

Kovacevic et al. haben gezeigt, dass sowohl invasive Trophoblastzellen im ersten Trimenon, als
auch maligne Trophoblast-dhnliche Chorionkarzinom-Zellen - welche beide fetalen Ursprungs
sind - Serum Amyloid A exprimieren [105]. Somit spielt Serum Amyloid A wahrscheinlich schon
bei der frihen Fetalentwicklung eine Rolle. Ob es dabei eine protektive Rolle spielt, indem es die
Zytokinbalance aufrechterhalt, oder ob es im Gegenteil die fetale Entwicklung beeintrachtigt bei
bestehendem Zytokinungleichgewicht ist noch nicht geklart.

Um die Hypothese einer erhéhten Serum Amyloid A-Expression in Plazenten von
HELLP-Patientinnen zu testen, wurden im Forschungslabor der Universitatsfrauenklinik Rostock
Paraffin-gebettete Plazentaschnitte immunhistochemisch untersucht. Zwischen
HELLP-Patientinnen und gesunden Kontrollpersonen konnten keine Unterschiede in der Serum
Amyloid A-Expression der Plazenta nachgewiesen werden [nicht publizierte Daten].

Wenn die Plazenta als Ort der vermehrten Bildung von Serum Amyloid A beim HELLP-Syndrom
ausgeschlossen wird, ist es wahrscheinlich, dass die Leber als Hauptbildungsort von Serum
Amyloid A und gleichzeitig Hauptschadigungsort beim HELLP-Syndrom vermehrt Serum Amyloid
A produziert. Somit kommt Serum Amyloid A als ein Marker fiir das HELLP-Syndrom in Frage.
Denn bisherige Marker der Leberbeteiligung beim HELLP-Syndrom (ALAT und ASAT) sind

Indikatoren der Leberzell-Zerstérung. ALAT und ASAT sind intrazelluldre Enzyme von
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Hepatozyten, die bei der Zerstérung der Zellen in die Blutbahn freigesetzt werden. Im Gegensatz
dazu ist Serum Amyloid A ein Protein, welches nach der Produktion regulédr ins Blutplasma
sezerniert wird. Es hat somit prinzipiell das Potential zu einem frihen Marker beim
HELLP-Syndrom. Zu bedenken ist die geringe Spezifitat, die Inflammationsproteine als Marker in
ihrer klinischen Anwendbarkeit limitiert. Diese Spezifitdt wird durch die Kombination mehrerer
Marker in Sinne von Marker-Signaturen erhéht. Um einen aussagekraftigen und treffsicheren Test

zu entwickeln, gewinnen Marker-Signaturen zunehmend an Bedeutung.

Beim Ovarialkarzinom wird Serum Amyloid A als Marker diskutiert, auch beim Lungen- und
Nierenzellkarzinom wird Serum Amyloid vermehrt exprimiert [44,147]. In der Kardiologie wird
Serum Amyloid A als Inflammationsmarker bei der Entstehung von vulnerablen Plaques durch
einen chronisch aktiven, inflammatorischen Prozess diskutiert. Die Serum Amyloid
A-Konzentration korreliert mit der Instabilitdt der Plaques [124]. Blum et al. postulieren Serum
Amyloid A als Marker einer hochgradig instabilen Angina pectoris und mdglicherweise als

pradiktiven Marker fiir Restenosen nach Angioplastie [23].

Es gibt eine Reihe epidemiologischer Studien, die belegen, dass eine Praeklampsie mit einem
erhéhten Risiko fur kardiovaskuldre Erkrankungen im spateren Leben einhergeht
[74,77,176,198,225]. Weiterhin wird als Risikofaktor fir die Entwicklung einer Praeklampsie ein
erhéhter BMI (BMI > 30) in der Vor- oder Frihschwangerschaft beschrieben, was sonst als
klassischer kardiovaskularer Risikofaktor gilt. Ein erhéhter BMI vor der Schwangerschaft ist
weiterhin mit einer erhéhten Mortalitdt nach einer hypertensiven Schwangerschaftserkrankung
assoziiert [181]. Eine positive Familienanamnese bezlglich arterieller Hypertonie und
Hypercholesterinamie ist ebenfalls assoziiert mit einem erhéhten Risiko an einer Praeklampsie zu
erkranken [177]. Es scheint also pathogenetische Zusammenhange zwischen kardiovaskularen

Erkrankungen und hypertensiven Schwangerschaftserkrankungen zu geben.

Es wird diskutiert, ob die physiologischen Verdnderungen wahrend der Schwangerschaft als
~otress-Test” fur den mutterlichen Metabolismus und die vaskulare Funktion angesehen werden
kann. Somit treten zuvor praklinische Risikofaktoren wie metabolische Stérungen oder
endotheliale Dysfunktion unter der metabolischen und vaskuldaren Stress-Situation der

Schwangerschaft erstmals zutage [166].
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Lampinen et al. wiesen eine verminderte vaskuldre Dilatation bei Patientinnen selbst mehrere
Jahre nach einer Praeklampsie nach [113]. Allerdings konnte kein Hinweis fiir eine Arteriosklerose
und damit verbundener verminderter Compliance der Arterienwénde bei Status nach
Praeklampsie im Vergleich zur Kontrollgruppe nachgewiesen werden. Die Entwicklung einer
manifesten Arteriosklerose aus einer verminderten Vasodilatation ist méglicherweise eine Frage
der Zeit. Insofern ware die Weiterfiihrung dieser Longitudinalstudie interessant.

Eine solche Hypothese kann diese Arbeit fiir das HELLP-Syndrom allerdings nicht stiitzen, da in
der post-HELLP-Gruppe keine erhéhten Konzentrationen von Serum Amyloid A gemessen

wurden. Trotzdem ist ein Anstieg zu einem spateren Zeitpunkt nicht auszuschlieRen.

Fur das HELLP-Syndrom ist die Studienlage beziiglich erhdhter Inzidenzen fiir kardiovaskulare
Erkrankungen weniger ausfihrlich als fir die Praeklampsie.

Zwar gelten sowohl Fibrinogen, als auch Serum Amyloid A, welche in dieser Arbeit beide beim
HELLP-Syndrom vermehrt exprimiert wurden, als kardiovaskulare Risikofaktoren [23,31,124].
Auch ist die Inzidenz einer medikamentds eingestellten Hypertonie bei Patientinnen nach einem
HELLP-Syndrom dreimal hoher als in der gleichaltrigen Vergleichsgruppe [162].

Wahrend allerdings ein erhéhter BMI mit einem erhéhten Risiko fiir eine Préaeklampsie assoziiert
ist, haben Ubergewicht oder Adipositas keinen Einfluss auf das Risiko an einem HELLP-Syndrom
zu erkranken [118].

Woméglich unterscheiden sich die pathophysiologischen Mechanismen bei der Praeklampsie von
denen beim HELLP-Syndrom starker als bisher vermutet, beziehungsweise es gibt beim
HELLP-Syndrom einen zusatzlichen Mechanismus, welcher bei der Praeklampsie nicht zum

Tragen kommt.

Wie zuvor beschrieben spielt das Serum Amyloid A bei andauernder low-grade-Inflammation eine
Rolle beim Wechsel der urspriinglich antiatherogenen in eine proatherogene Wirkung des
HDL-Cholesterols [13]. Insofern wéren hier longitudinale Studien zur Konzentrationsmessung von
Serum Amyloid A prapartal, peri- und postpartal bei Préaeklampsie- und HELLP-Patientinnen

aulerst interessant.
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5.2 Neue Ansitze fiir massenspektrometrie-basierte,

multiparametrische Diagnoseverfahren fiir das HELLP-Syndrom

Die bisherigen Studien haben gezeigt, dass einzelne Marker keine klare Vorhersage einer
Praeklampsie oder eines HELLP-Syndroms erlauben [120,122]. Um die Aussagekraft einzelner
Marker zu erhéhen ist die Kombination mit anderen Markern und damit die Entwicklung von
Marker-Signaturen sinnvoll [80].

Ein solcher Ansatz wurde von unserer Arbeitsgruppe auf der Grundlage eines
massenspektrometrie-basierten, multiparametrischen Diagnoseverfahrens far das
HELLP-Syndrom vorgestellt [106]. Es wurden Proteinprofile von Plasmaproben von
HELLP-Patientinnen und gesunden Schwangeren vor und nach der Entbindung miteinander
verglichen. Die Proteinprofile wurden aus unfraktionierten Plasmaproben in einer schnellen und
reproduzierbaren Messung mit einem MALDI-ToF-Massenspektrometer, welches mit einem
Kryodetektor ausgestattet war, generiert. Dies erm&glichte eine dusserst sensitive Messung bis in

einen hohen Massenbereich hinein (siehe Abbildung 5).
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Abbildung 5: Vergleich zweier MALDI-ToF-Massenspektren von Plasmaproben.

Die Proben stammen von derselben Patientin (post-HELLP). Der Unterschied besteht in den Detektoren,
mit denen das Massenspektrometer ausgeristet ist. (A) Kryodetektor. (B) Vielkanalplatte (Multichannel
Plate). Messbereich Massen/Ladungsverhaltnis von 5000 - 70000. Die fettgedruckten Massen gehéren zu
lonensignalen, welche im Kryodetektor-Massenspektrum klar, im Vielkanalplatten-Massenspektrum jedoch

kaum oder gar nicht detektierbar waren. Als Matrix wurde Ferulasaure verwendet.
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Es wurden Proteinpeaks von zehn lonensignalen (9,5; 11,8; 14,0; 28,1; 43,4; 50,5; 60,1; 66,6;
74,5 und 79,8 kDa) ausgewahlt und einer statistischen Analyse unterzogen.

Der auffalligste Unterschied zwischen dem GrofRteil der HELLP-Spektren und den non
HELLP-Spektren war ein lonensignal bei 11,8 kDa (p-Wert = 0,0000365), héchst wahrscheinlich
Serum Amyloid A entsprechend. Weitere signifikante Unterschiede zwischen HELLP- und non
HELLP-Gruppe zeigten sich bei 14,0; 28,1; 50,5 und 74,5 kDa (siehe Abbildung 6).

Diese Daten wurden einem Testverfahren unterzogen, welches die Plasmaproben aufgrund
definierter Verdnderungen im Proteinprofil entweder in die HELLP-Gruppe (n = 8) oder in die non
HELLP-Gruppe (n = 22) einordnen sollte. Die genannten Veranderungen wurden auf Grundlage
der generierten Massenspektren definiert.

Dieser Test ergab eine Sensitivitdt von 87,5% und eine Spezifitdt von 100%. Der positive
Vorhersagewert fir dieses Screening-Verfahren lag bei 100%, wahrend der negative

Vorhersagewert bei 95,6% lag (siehe Tabelle 14).
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Kryodetektor-Massenspektren von Plasmaproben, dargestellt als Box-und-Whisker-Plots. Die

Plasmaproben stammen von gesunden Schwangeren (A) vor und (C) nach der Entbindung, sowie von

HELLP-Patientinnen (B) vor und (D) nach der Entbindung. Angegeben sind die Molekularmassen der

ausgewabhlten lonensignale in kDa. (Weiteres zur Legende siehe Abbildung 3, Seite 54.)
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Tabelle 14: Diagnostisches Potential eines Testverfahrens, basierend auf lonensignalen von
Kryodetektor-Massenspektren. Gemessen wurden Plasmaproben von HELLP-Patientinnen und

gesunden Schwangeren vor und nach der Entbindung (siehe Abbildung 6).

Gruppen Anzahl / % @
Nur Schwangere Schwangere und
Nicht-Schwangere Personen

Insgesamt 15/100 30/100
HELLP 6/40 8/27

Non HELLP 9/60 22/73
Richtig Positive 5/- 71/-
Sensitivitat -/83,3 -/87,5
Falsch Positive 0/- 0/-

Richtig Negative 9/- 22 /-
Spezifitat -/ 100 -/100
Falsch Negative 1/- 1/-
Positiver Vorhersagewert -/100 -/100
Negativer Vorhersagewert -/90 -/95,6

a)

bezogen auf die Probenanzahl

Diese Studie belegt, dass die Erstellung von Plasmaprofilen mit massenspektrometrischen
Verfahren diagnostische Tests erlaubt. Aufgrund ihrer einfachen und schnellen Durchfiihrbarkeit
kénnten sie zukunftsweisend fiir die klinische Anwendbarkeit sein.

Es wurden mehrere charakteristische lonensignale der Proteinprofile einbezogen, zugunsten
einer héheren diagnostischen Voraussagbarkeit. Damit ist diese Studie beispielhaft fur die
Entwicklung weg vom einzelnen Marker in Richtung Marker-Signaturen.

Naturlich kann es sich aufgrund der begrenzten Probenanzahl um eine rein explorative Studie

handeln, deren Ergebnisse in groRen Studien gepruft werden sollten.
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5.3 Grenzen dieser Arbeit und Ausblick

Die Fragestellung dieser Arbeit war, ob flir das HELLP-Syndrom ein krankheitsspezifisches
Proteinprofil beschrieben werden kann. Erstmalig wurde ein Proteomics-Ansatz zur Untersuchung
des HELLP-Syndroms gewahlt. Tatsachlich konnte ein Proteinprofil generiert werden, welches
typische Proteinverdnderungen beim HELLP-Syndrom zusammenfasst. Es wurden sechs
Proteine nachgewiesen, welche sich signifikant beim HELLP-Syndrom unterscheiden im
Vergleich zu einer gesunden Schwangerschaft: Inter-a-Inhibitor, Kininogen, Fibrinogen gamma,
Transthyretin, Haptoglobin und Serum Amyloid A. Fiinf dieser Proteine wurden damit erstmals in
Zusammenhang mit dem HELLP-Syndrom beschrieben.

Der auffalligste Unterschied war die klare Uberexpression einer Spotgruppe im Bereich von 12
kDa in der Mehrzahl der HELLP-Gele, welche als Serum Amyloid A (SAA) identifiziert wurde. Die
Uberexpression wurde anschliefend in einem ELISA-Test gegen humanes SAA validiert und

quantifiziert.

Mit diesen Ergebnissen ist es nun moglich, die klinische Anwendbarkeit von SAA als einen Marker

von einer HELLP-spezifischen Marker-Signatur zu prifen.

Die Quantifizierung der Uberexpression von Inter-a-Inhibitor, Kininogen , Fibrinogen gamma und
Transthyretin ist erforderlich, um diese als weitere Komponenten einer HELLP-spezifischen
Marker-Signatur zu prifen. Eine so generierte Marker-Signatur kénnte daraufhin auf ihren
klinischen und préaklinischen Vorhersagewert fir das HELLP-Syndrom getestet werden.

Da das HELLP-Syndrom allgemein als Komplikation der Praeklampsie angesehen wird, sollte in

weiteren Studien ebenfalls eine Préeklampsie-Gruppe einbezogen werden.
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Aufgrund der kleinen Fallzahl ist die Aussagekraft der vorliegenden Daten begrenzt. Dadurch ist
die statistische Wertigkeit eingeschrankt. Aus diesem Grund kénnen die Ergebnisse der
Experimente allein explorativen Charakter haben.

Die Fallzahl ist aufgrund der aufwendigen Methodik, welche eine komplette Proteinanalyse in
etwa 80 2D-Gelen mit anschlieRender massenspektrometrischer Identifizierung von Uber
einhundert Proteinspots umfasst, bewusst so gewahlt worden. Bei den hier untersuchten
Plasmaproben wurde als erster Schritt das gesamte Proteinmuster analysiert. Daraus ergaben
sich die obengenannten Proteine, welche sich beim HELLP-Syndrom vom Proteinmuster
gesunder Schwangerer unterscheiden.

Diese Proteinunterschiede sollten nun in einem zweiten Schritt validiert und quantifiziert werden.
Aufgrund seiner einfachen Durchfiihrbarkeit und ékonomischen Effizienz bietet sich hierfur ein
ELISA-Test an. Dieser lasst eine hohe Probenanzahl zu. Bei dem hervorstechendsten
Proteinunterschied wurde bereits eine Quantifizierung des Ergebnisses mit einem ELISA-Test
durchgefihrt.

In einem weiteren Schritt gilt es, diese Ergebnisse in groflen Studien mit entsprechenden

Fallzahlen zu validieren.

79



Weiterhin kénnen auf Basis der vorliegenden Daten von der bearbeiteten allgemeinen

Fragestellung nun spezielle Fragestellungen fir zukiinftige Arbeiten formuliert werden:

1. Haptoglobin:

Welchen Einfluss hat das Haptoglobin auf die Angiogenese und die Modulation der Immunantwort
beim HELLP-Syndrom?

2. Fibrinogen gamma:

Sind Sequenzunterschiede des Fibrinogens, mdéglicherweise beruhend auf posttranslationalen
Modifikationen, bei HELLP-Patientinnen im Vergleich zu gesunden Schwangeren nachweisbar?
Fibrinogen ist fir die Bindung am Plattchenrezeptor bedeutsam. Gibt es einen kausalen
Zusammenhang zwischen erhéhten Fibrinogen-Konzentrationen und der Gerinnungsaktivierung
sowie der Ablagerung von Fibrinthromben beim HELLP-Syndrom?

3. Inter-a-Inhibitor:

Welche Komponenten der Inter-a-Inhibitor-Proteine wirken antiinflammatorisch: Bikunin allein, die
schweren Ketten oder Bikunin in Verbindung mit den schweren Ketten? Weiterhin ist fraglich, ob
die Proteine direkt ihre Wirkung entfalten oder ob sie daflir an Zellen gebunden sein miissen.
Was fiir eine Rolle spielt Inter-a-Inhibitor H4 in der Entziindungsreaktion?

4. Kininogen 1:

Gibt es genetische Unterschiede des Gewebekallikreins bei Préeklampsie- und
HELLP-Patientinnen im Vergleich zu normotensiven, gesunden Schwangeren?

5. Transthyretin:

Kénnen genetische Differenzen des Transthyretins beim HELLP-Syndrom respektive bei der
Praeklampsie nachgewiesen werden?

6. Serum Amyloid A:

Um den Zusammenhang zwischen hypertensiven Schwangerschaftserkrankungen und einem
erhéhten Risiko fir kardiovaskuldre Erkrankungen zu untersuchen, wéare zu prifen ob eine
Uberexpression von Serum Amyloid A im Blutplasma ebenfalls Jahre pré- und postpartal

gemessen werden kann.

Mit Hilfe dieser Fragestellungen gelingt es mdoglicherweise, sich schrittweise dem
HELLP-Syndrom in seiner Pathophysiologie und Diagnostik anzunahern. Ziel ist es,
HELLP-spezifische Proteinprofile im Sinne von Marker-Signaturen zu entwickeln und auf deren

klinische respektive praklinische Voraussagewerte zu priifen.
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7.6

Thesen

Die Proteomanalyse als umfassende Darstellung von Proteinen und Peptiden in
Korperflissigkeiten erlaubt die Erstellung eines Proteinmusters, welches idealerweise

fiir eine Erkrankung oder einen Zustand charakteristisch ist.

In dieser Arbeit wurde erstmals ein Proteomics-Ansatz zur Untersuchung des HELLP-
Syndroms gewdahlt. Das HELLP-Syndrom stellt eine schwere Verlaufsform der

Praeklampsie dar, dessen Pathogenese bisher ungeklart ist.

Fragestellungen dieser Arbeit waren:

l. Gibt es ein krankheitsspezifisches Proteinprofil von HELLP-Patientinnen?

IIl.  Wie kénnen mdgliche Unterschiede charakterisiert und quantifiziert werden?

lll.  Kénnen diese Ergebnisse diagnostisch, therapeutisch oder prognostisch

angewendet werden?

Plasmaproben von HELLP-Patientinnen wurden mit denen gesunder Schwangerer
verglichen. Von beiden Gruppen wurde zu zwei Zeitpunkten Blut entnommen, einmal
zum Zeitpunkt der Diagnosestellung des HELLP-Syndroms respektive kurz vor der
Entbindung (t1) und mindestens sechs Wochen nach der Entbindung (t2).

Daraus ergaben sich vier Vergleichsgruppen: HELLP (I, n=7), post-HELLP (ll, n=7),
gesunde Schwangere (lll, n=6) und gesunde Mutter (IV, n=6).

Diese Plasmaproben wurden mit Hilfe der zweidimensionalen Gelelektrophorese in ihre
einzelnen Proteinbestandteile aufgetrennt. In der Gelanalyse konnten differentiell

exprimierte Gelbereiche zwischen HELLP- und Vergleichsproben detektiert werden.

Aus diesen Unterschieden wurde ein Referenzgel generiert, welches ein HELLP-

typisches Proteinprofil darstellit.

Es wurde eine densitometrische Analyse der differentiell exprimierten Gelbereiche
vorgenommen. Die so erhaltenen Daten wurden statistisch ausgewertet.
Expressionsunterschiede von sechs Proteinen konnten zwischen der HELLP- und der

Vergleichsgruppe als signifikant bestatigt werden.



10.

11.

12.

13.

14.

Mit Hilfe der MALDI-Massenspektrometrie wurden Proteinspots identifiziert. Folgende
Proteine wurden als signifikant Uber- oder unterexprimiert beim HELLP-Syndrom
nachgewiesen: Inter-a-Inhibitor H4, Kininogen 1, Fibrinogen vy, Transthyretin,

Haptoglobin und Serum Amyloid A.

Der auffalligste Unterschied war eine klare Uberexpression von Serum Amyloid A beim
HELLP-Syndrom.

Diese Uberexpression wurde mit einem ELISA-Test gegen humanes SAA validiert und
quantifiziert. Dabei wurde die Anzahl der Proben wie folgt erhéht: HELLP (I, n=9), post-
HELLP (ll, n=7), gesunde Schwangere (lll, n=10) und gesunde Mitter (IV, n=7).

Es konnte eine signifikante Uberexpression von SAA in der HELLP-Gruppe bestatigt
werden. Die SAA-Werte in der HELLP-Gruppe lagen ausnahmslos tber 3,51 mgl/l,
wahrend samtliche SAA-Werte der Kontrollgruppen kleiner als 3,51 mg/l waren. Somit
konnte eine klare Trennungslinie zwischen der pathologischen und der physiologischen

Gruppe gezogen werden.

Mit diesen Ergebnissen ist es nun mdglich, die klinische Anwendbarkeit von SAA als

einen Marker von einer HELLP-spezifischen Marker-Signatur zu prifen.

Die Quantifizierung der Uberexpression von Inter-a-Inhibitor H4, Kininogen 1,
Fibrinogen y und Transthyretin ist erforderlich, um diese als weitere Komponenten einer
HELLP-spezifischen Marker-Signatur zu priifen. Eine so generierte Marker-Signatur
kdénnte daraufhin auf ihren klinischen und préklinischen Vorhersagewert fur das HELLP-

Syndrom getestet werden.

Aufgrund der kleinen Fallzahl ist die Aussagekraft der vorliegenden Daten begrenzt.
Dadurch ist die statistische Wertigkeit eingeschrankt. Aus diesem Grund kénnen die
Ergebnisse der Experimente allein explorativen Charakter haben und sollten in grof3en

Studien validiert werden.

VI
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