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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Plazenta
1.1.1 Aufbau und Entwicklung der Plazenta

Die Plazenta besteht aus einer Basalplatte und einer Chorionplatte. Die auf der maternalen
Seite der Plazenta liegende Basalplatte ist nach Trennung der Plazenta vom Uterus sichtbar
und weist bis zu 40 sogenannte Kotelydone auf, die Furchen zwischen ihnen entsprechen den
Plazentasepten. Die auf der fetalen Seite der Plazenta liegende Chorionplatte ist von
Amnionepithel (berzogen. Die darin verlaufenden fetalen GefaRe stehen mit den zwei
Umbilikalarterien und der Umbilikalvene der héufig exzentrisch in die Chorionplatte
inserierenden Nabelschnur in Verbindung. In dem mit mitterlichem Blut gefullten
intervilldsen Raum zwischen beiden Platten befinden sich die Zotten, welche die fetalen

Blutgefale enthalten (Ulfig, 2005a).

V. umbilicalis

Aa. umbilicales Stammzotte

Intermedidr- Terminal-

- fetale GefiRe
zotte zotten

Chorion- g
platte
Zottenbaume
und
intervilloser
Raum
Kotyledon
Basal- ; :
platte Spiralarterie

Plazenta- mitterliche
septum Vene

intervilloser Haftzotte
Raum

a b C

Abbildung 1: Aufbau der Plazenta. (a) junge Plazenta (ca. 4. Woche); (b) reife Plazenta

(ab 4. Monat); (c) Aufbau eines Kotyledon (Ulfig, 2005b)
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Einleitung

Wahrend der Praimplantationsphase in den ersten vier Tagen nach der Befruchtung der
mutterlichen Eizelle durch ein Spermium wandert die Eizelle entlang der Tuba uterina bis
zum Uterus, wobei nach mehrmaliger Zellteilung durch Furchung eine 32- zellige Morula
entsteht. Hat sie die Uterushdhle erreicht, findet ein Einstrom von lonen und Flissigkeit statt,
wodurch sich die Interzellularrdume erweitern und sich eine Blastozystenhohle ausbildet. Die
so entstandene Blastozyste gliedert sich in eine an einem Pol der Blastozyste gelegene innere
Zellschicht, den Embryoblasten, aus dem der Fetus hervorgeht, und eine &ul3ere Zellschicht,
den Trophoblasten, aus der die Plazenta und Teile der Eihdute hervorgehen (Ulfig, 2005a).
Am 5.-6. Tag nach der Befruchtung nimmt der dem Embryoblasten anliegende Teil des
Trophoblasten mit Hilfe von Mikrovilli Kontakt zum Endometriumepithel des Uterus auf und
heftet sich an dieses an (Aplin, 2000). Nun beginnt die Entstehung der Plazenta. Dabei
fusionieren mehrere der Zytotrophoblastzellen zu Synzytiotrophoblastzellen, welche
infiltrativ in das Endometrium eindringen, bis die gesamte Blastozyste von Endometrium
umgeben ist. Dies wird durch Umwandlung der Lamina functionalis zur Dezidua basalis des
Endometriums und Einsprossung von kapillaren aus uterinen Spiralarterien maoglich.  Zwei

Wochen nach Befruchtung der Eizelle ist die Implantation abgeschlossen (Ulfig, 2005a).
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Abbildung 2: Schematische Zusammenfassung des Ovarialzyklus, Befruchtung und
Entwickung des Embryos in der ersten Woche nach Befruchtung (Saioa et al. 2012)

Der Trophoblast bildet nun sowohl Zytotrophoblastzellen, welche proliferieren, als auch eine
aullere Schicht von mehrkernigen Synzytiotrophoblasten. Im weiteren Verlauf eréffnen die
stdndig durch Fusion von Trophoblastzellen nachgebildeten Synzytiotrophoblasten
mitterliche Blutgefdle des Endometriums, wodurch sich matterliches Blut in Lakunen
innerhalb dieser fusionierten Zellen ergielit. Dabei formieren sich die Synzytiotrophoblasten
zu Trabekeln, welche die Lakunen begrenzen. In diese Trabekel wandern dann
Zytotrophoblastzellen ein und bilden so zu Beginn der dritten Woche die primaren Zotten.
Der von miitterlichem Blut durchstromte Raum wird jetzt als intervilléser Raum bezeichnet.
Aus den Priméarzotten entwickeln sich durch Einwanderung von extraembryonalen
Mesenchymzellen die Sekundér-, und durch Bildung von Kapillaren und Blutzellen aus
diesem Mesenchym schlieRlich die Tertidrzotten. Da diese Zottenkapillaren mit GefaRen in
der Chorionplatte und damit mit den im Haftstiel befindlichen zwei Umbilikalarterien und
einer Umbilikalvene in Verbindung stehen, ist jetzt ein feto-plazentarer Kreislauf hergestellt

(Ulfig, 2005d).
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Durch Uberdeckung des Haftstiels mit Amnioektoderm und dem aus primarem Mesoderm
gebildeten Bindegewebe entsteht die Nabelschnur (Ulfig, 2005a).

Ein geringer Teil der Zytotrophoblastzellen dringt gleichzeitig in die Dezidua, welche
wéhrend der Implantation aus dem Endometrium entsteht, ein und fusioniert seitlich
miteinander, wodurch die sogenannte materno-fetale Durchdringungszone entsteht. Diese
bildet zusammen mit der mdtterlichen Dezidua und dem Synzytiotrophoblasten die
Basalplatte. Durch in den intervilldsen Raum hineinragende Septen, die von der Basalplatte
gebildet werden, entstehen bis zu 40 becherférmige Areale, die Kotyledone.

Fetalwérts wird der intervilldse Raum von der Chorionplatte begrenzt, von deren einer Seite
die Zotten abgehen und deren andere Seite an die Amnionhdhle grenzt. Diese besteht aus den
Zytotrophoblast- und Synzytiotrophoblastzellen, welche die Zotten bilden, dem Chorion-
Bindegewebe, und einem Uberzug aus einschichtigem Amnionepithel.

Die Zotten des intervillésen Raums verzweigen sich und bilden so Stamm-, Intermediér- und
Terminalzotten, in denen der Stoff- und Gasaustausch stattfindet. Eine Sonderform der Zotten
sind Haftzotten, welche mit der Dezidua verwachsen und damit die Verbindung zwischen
Basalplatte und Chorionplatte herstellen. Die Kapillaren der Zotten muinden in groRere
Gefalle des Chorion-Bindegewebes und diese schlieBlich in die NabelschnurgefaRe. Durch
Verzweigung der bestehenden Zotten findet wahrend der Schwangerschaft ein Wachstum der

Plazenta statt (Ulfig, 2005a).
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Abbildung 3: Aufbau der Plazenta (Querschnitt 4. Woche) (Ulfig, 2005d)

1.1.2 Funktion der Plazenta

Die Plazenta stellt eine Scheidewand zwischen dem mudtterlichen und fetalen Kreislauf dar
und dient neben dem Gas- und Stoffaustausch zwischen beiden Kreislaufen auch der
Hormonproduktion wéhrend einer Schwangerschaft. Zu den von der Plazenta synthetisierten
Hormonen zahlen die Steroidhormone Progesteron und Ostrogen, aber auch
Releasingfaktoren endokriner Regelkreise wie das TRH (Thyreotropin Releasing- Hormon),
LHRH (luteinisierendes Hormon Releasing-Hormon) und CRH (Corticotropin Releasing-
Hormon). AuBerdem werden von der Plazenta die Proteohormone hPL (humanes
Plazentalaktogen), hCT (humanes Chorionthyreotropin), hCG (humanes
Choriongonadotropin) und hCC (humanes Chorioncorticotropin) synthetisiert (Dudenhausen,
2003). Eine weitere Funktion der Plazenta besteht darin, eine AbstolRung des Feten, welcher

zur Halfte vaterliche Antigene aufweist und damit ein Ziel immunologischer Reaktionen ist,
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zu verhindern. Hierzu exprimieren die Zytotrophoblastzellen, die sich zwischen mutterlichem
und fetalem Gewebe ausbilden nicht, wie viele andere menschliche Zellen, die MHC II
(Major Histokompatibilitdtskomplex 11) (Redman, 1983).

Der wechselseitige Transport von Gas, Néhrstoffen und Stoffwechselprodukten erfolgt Gber
die Plazentaschranke der Terminalzotten. Diese besteht in der reifen Plazenta aus
Synzytiotrophoblastzellen mit Mikovilli, einer Basalmembran, die aus einer Verschmelzung
von Endothel und Trophoblastzellen hervorgegangen ist, und dem Endothel der fetalen
Kapillaren. Der Transport erfolgt Gber verschiedene Transportmechanismen, wie Diffusion,
Transzytose und aktiver Transport. Neben den Gasen Sauerstoff und Kohlendioxid werden
auch Wasser, Nahrstoffe, Vitamine und Mineralstoffe, Stoffwechselprodukte wie Harnstoff,
aber auch Immunglobuline, Krankheitserreger und Medikamente Uber die Plazentaschranke
transportiert.

Die Hormonproduktion der Plazenta findet Uberwiegend im Synzytiotrophoblasten statt

(Ulfig, 2005a).

1.1.3 Trophoblastzellen

Bei den Trophoblastzellen werden die villésen von extravillésen unterschieden. Villose
Trophoblastzellen verbleiben in der Plazenta, proliferieren und fusionieren zu
Synzytiotrophoblasten und bilden schlief3lich die Oberflache der Plazentazotten, wahrend die
extravillosen Trophoblastzellen aus der Plazenta in das Endometrium migrieren (Huppertz,

2008), (Huppertz & Borges, 2008).
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Isolierte Trophoblastzellen Trophoblastzellaggregate Synzytiotrophoblast

(0 h) (24 h -48 h) (72-120 h)

Abbildung 4: Modell der Synzytiotrophoblastformation in- vitro

Entwicklung einzelner Trophoblastzellen (ber Zellaggregate zu Synzytiotrophoblasten (modifizert

nach Kliman et al., 1986).

Der villose Trophoblast besteht somit aus einer Schicht einkerniger Zytotrophoblastzellen und
einer dartiber liegenden Schicht mehrkerniger Synzytiotrophoblastzellen, welche durch ihre
Position auf der Oberflache der Plazentazotten mit dem mdtterlichen Blut Kontakt haben und
somit in hohem Malie an Stoff- und Gasaustausch beteiligt sind, aber auch immunologische
Funktionen besitzen und Hormone synthetisieren.

Die extravilldsen Trophoblastzellen entwickeln sich aus proliferierenden Zellen des
Synzytiotrophoblasten und differenzieren sich in einen mehrschichtigen Zellverband (Gude
et al., 2004). Sie bilden dabei zwei Subpopulationen, von denen eine die Hullstruktur bildet,
wahrend die andere sich von diesem Zellverband I6st, sich zu interstitiellen und
endovaskuldren Zellen differenziert und invasiv in die mitterliche Dezidua, das Myometrium
und die uterinen Gefé&Re einwandert und so am Ende des ersten Trimesters den materno-
fetalen Kreislauf formt (Genbacev et al., 2003). Miitterliche Endothelzellen werden dabei

durch Trophoblastzellen ersetzt. Diese steuern auflerdem die Apoptose glatter Muskelzellen
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der GeféBwand und fiihren dadurch zur Ausbildung groRBlumiger GeféaRRe, welche verminderte
Kontraktilitdt und niedrigeren Blutdruck aufweisen. Dies garantiert einen konstanten Blutfluss
zur Versorgung des Feten mit Sauerstoff und Nahrstoffen (Burton et al., 2007).

Die Migration und Invasion der extravillosen Trophoblastzellen wird unter anderem durch
IGF-1 (Insulin-like growth factor-1) beeinflusst. Ist dieser Vorgang der Invasion gestort,
resultieren Schwangerschaftskomplikationen, wie z.B. Abort, schwangerschaftsassoziierte
Hypertonie und fetale Wachstumsretardierung. Extravillose Trophoblastzellen sezernieren
IGF-1 und exprimieren gleichzeitig die Rezeptoren, tiber welche das IGF-1 die Zellfunktion
steuert (IGF-1-Rezeptor, Insulin-Rezeptor und IGF-1/Insulin Hybrid Rezeptor) (Lacey et al.,
2002). Liegen wie beim Gestationsdiabetes hohe Seruminsulinspiegel vor, flhrt dies zu einer
Internalisation der Insulinrezeptoren und somit zu einer Desensitivierung der extravillgsen
Trophoblastzellen gegenuber Insulin. Mayama et al. konnten zeigen, dass die Konzentration
des IGF-1/Insulin Hybrid-Rezeptors (ein Heterodimer aus Insulin- und IGF-1-Rezeptor),
welcher eine hohe Affinitdt fur IGF-1, jedoch nicht fir Insulin besitzt, unter diesen
Bedingungen ebenfalls abnimmt. Hieraus kann beim Gestationsdiabetes eine
Plazentafehlfunktion resultieren.

Mayama et al. postulieren, dass Pioglitazon (als PPAR-y-Agonisten) die PPAR-y-Expression,
aber auch die Expression der Insulinrezeptoren auf der Zelloberflache der extravillésen
Trophoblastzellen stimuliert. Da die IGF-1/Insulin-Hybrid-Rezeptor Expression dadurch
ebenfalls zunimmt, kann eine Therapie mit Pioglitazon zu einer Verbesserung der IGF-1
Signalkaskade fuhren und somit eine intakte Plazentafunktion aufrechterhalten. Die Studie
konnte zeigen, dass Pioglitazon die IGF-1-gesteuerte  Trophoblastzellmigration
wiederherstellen kann und dadurch zu einer normalen Entwicklung der Plazenta sowie

Aufrechterhaltung der Schwangerschaft beitragt (Mayama et al., 2012).
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1.2 Veranderungen der Plazenta durch Diabetes mellitus in der Schwangerschaft

Heorman et al untersuchten Plazenten von Schwangeren mit Diabetes mellitus und zeigten
verschiedene histopathologische Veranderungen im Vergleich zu Plazenten gesunder Frauen.
Hierzu gehort eine Unreife der Villi mit multiplen Zellpopulationen im Stroma,
Verminderung der Trophoblastzellschicht und Ersatz dieser Zellen durch Fibrinoid. Wahrend
in einer gesunden Plazenta eine Ausdiunnung der Synzytiotrophoblastzellschicht zu einem
erleichterten feto-maternalen Stoffaustausch beitrdagt, bleibt in Plazenten von an Diabetes
mellitus erkrankten Frauen eine Zweischichtigkeit der Synzytiotrophoblasten erhalten. Des
Weiteren weisen diese Plazenten ein villéses Odem auf, eine Anreicherung von Fliissigkeit im
Interstitium, wodurch die normale intravillose Zellarchitektur zerstort wird und welche in
einer fetalen Ischdmie resultiert. Auferdem zeigt sich die Basalmembran der am
Stoffaustausch wesentlich beteiligten Synzytiotrophoblasten verbreitert (Heorman et al.,
2012). Diese Veranderungen scheinen umso ausgepragter zu sein, je schlechter ein Diabetes

mellitus in der Schwangerschaft eingestellt ist (al-Okail & al-Attas, 1994).

1.3 Gestationsdiabetes und Diabetes mellitus in der Schwangerschaft
1.3.1 Definition und Epidemiologie

Beim Diabetes mellitus handelt es sich um eine Stoffwechselerkrankung mit dem Vorliegen
einer chronischen Hyperglykdmie aufgrund eines absoluten oder relativen Mangels an Insulin.
Entsprechend ihrer Atiologie werden durch die DDG (Deutsche Diabetes Gesellschaft), ADA
(American Diabetes Association) und WHO (World Health Organization) verschiedene

Formen des Diabetes mellitus unterschieden.

Beim Typ-1-Diabetes, der etwa 5 % aller Diabeteserkrankungen ausmacht, fiihrt die meist
antikorperbedingte Destruktion der 3-Zellen des Pankreas zu einem absoluten Insulinmangel.

Beim Typ-2-Diabetes, welcher bei 90% der an Diabetes mellitus erkrankten Patienten
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vorliegt, handelt es sich hingegen um eine gestorte postprandiale Insulinsekretion sowie eine
herabgesetzte Insulinwirkung aufgrund einer Insulinresistenz der Zellen. Die Ursache hierfur
liegt hdufig in einem metabolischen Syndrom, dem Zusammentreffen der Risikofaktoren
abdominelle Adipositas, Dyslipoproteindmie, essentielle Hypertonie, sowie gestorte

Glukosetoleranz.

Dariiber hinaus werden Diabetesformen anderer Atiologien und der Gestationsdiabetes von

den oben genannten unterschieden.

Unter einem Gestationsdiabetes wird jede erstmals wahrend einer Schwangerschaft
aufgetretene und diagnostizierte Glukosetoleranzstérung verstanden. Laut Leitlinie der
Deutschen Diabetes-Gesellschaft (Kleinwechter et al., 2011) wird der bereits prakonzeptionell
vorliegende, manifeste aber bisher unbekannte Diabetes mellitus von dem Gestationsdiabetes
mit einer unterhalb der Grenzwerte des Diabetes mellitus liegenden Hyperglykdmie
unterschieden. Da eine im 1. Trimenon neu aufgetretene Glukosetoleranzstérung das
Vorliegen einer bereits prakonzeptionell vorliegenden, bisher nicht manifesten oder
diagnostizierten Glukosetoleranzstérung wahrscheinlich macht, wird die Erstmanifestation
eines Diabetes mellitus Typ 1 oder 2 in der Schwangerschaft nicht dem Gestationsdiabetes

zugeordnet.

Etwa 2-6 % der Schwangeren entwickeln einen Gestationsdiabetes, damit ist es eine der
héaufigsten Komplikationen wéhrend der Schwangerschaft (Haag & Hanhart, 2010), (Buckley
et al., 2012). Bei 1% der Schwangeren besteht ein bereits prakonzeptionell bekannter Diabetes
mellitus, davon entfallen rund 20 % auf den Diabetes mellitus Typ 2 (Kleinwechter et al.,

2014).
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1.3.2 Riskofaktoren und Pathophysiologie

Risikofaktoren und Pathophysiologie des Gestationsdiabetes sind denen des Typ-2-Diabetes

ahnlich.

Riskofaktoren flr das Auftreten eines Gestationsdiabetes sind Adipositas mit einem BMI >30
kg/m?, positive Familienanamnese fiir Diabetes mellitus, mitterliches Alter > 25 Jahre zum
Zeitpunkt der Schwangerschaft, sowie positive Anamnese von Gestationsdiabetes oder Geburt
eines makrosomen Kindes in einer vorangegangenen Schwangerschaft. Dabei ist das Risiko
an einem Gestationsdiabetes zu erkranken bei positiver Eigenanamnese eines GDM fast 24
mal, bei Geburt eines makrosomen Kindes in einer vorangegangenen Schwangerschaft ca. 6
mal, bei einem Alter >25 Jahre ca. 3,4 mal, bei einem BMI> 30 kg/m? sowie positiver
Familienanamnese fir Diabetes mellitus 2,7 mal so hoch wie bei Frauen, bei denen diese

Riskofaktoren nicht vorhanden sind (Ostlund & Hanson, 2003).

Wahrend des 1. Trimenons wird in der Plazenta vor allem das insulinanalog wirkende R-HCG
produziert, welches bei einem zeitgleichen Absinken des Progesteronspiegels zu einer
verbesserten Insulinsensitivitat und vermindertem Insulinbedarf fihrt (Hepp et al., 2003),

(Jovanovic et al., 2001).

Im Verlauf einer Schwangerschaft kommt es physiologisch zu einem Anstieg
kontrainsulinarer Hormone, insbesondere von Kortisol, Progesteron, Ostrogen, humanem
Plazentalaktogen (HPL), Prolaktin, Thyroxin und Wachstumshormonen (STH), welche
sowohl aus dem mutterlichen Stoffwechsel, als auch aus der Plazenta als einem endokrin
aktiven Organ stammen (Leipold, 2002), (Ryan & Enns, 1988). Dies fihrt ab dem 2.
Trimenon zu einer Verminderung der Insulinsensitivitat (Schafer-Graf, 1999). Der dadurch
steigende Insulinbedarf wird durch transplazentare Glukoseabgabe an den Feten und

gesteigerte endogene Insulinproduktion kompensiert.
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Dem Gestationsdiabetes liegt eine bis zu 40 % geringere maternale Insulinsensitivitat
gegentiber gesunden Schwangeren (Ryan et al., 1985) und erhohte Insulinresistenz zugrunde,
welche eine gesteigerte Lipolyse, gesteigerten Aminosédurenmetabolismus, sowie eine
verminderte Glukoseaufnahme in Skelettmuskel- und Fettzellen bei gleichzeitig erhohter
endogener hepatischer Glukoneogenese zur Folge hat (Catalano et al., 2003). Wahrend
gesunde Frauen dies mit einer gesteigerten Insulinproduktion kompensieren kdnnen, zeigen
Gestationsdiabetikerinnen aufgrund eines R-Zell Defektes eine um bis zu 67 % reduzierte
Insulinsekretionsrate (Xiang et al., 1999). Daraus resultiert eine ungeniugende Kompensation
der Insulinresistenz in der Spatschwangerschaft, es entsteht eine maternale Hyperglykédmie
(Homko et al., 2001). Diese RB-Zell-Dysfunktion kann lange vor der Schwangerschaft
beginnen und sich erst durch die prodiabetogene Stoffwechsellage in der Schwangerschaft
manifestieren (Kahn, 2001). Fir die Pathogenese des Gestationsdiabetes spielen
wahrscheinlich noch weitere multiple metabolische Defekte, wie z.B. Storungen des
Fettsduremetabolismus eine Rolle, welche eine 3-Zell- Dysfunktion mit verursachen (Kousta
et al., 2003). Nur bei 1-2 % der erkrankten Frauen sind Inselzellantikérper nachweisbar, so

dass eine autoimmune Genese der Gestationsdiabetes selten ist (Catalano et al., 2003).

1.3.3 Maternale und fetale Risiken des Gestationsdiabetes

Eine Hyperglykédmie wéhrend der Schwangerschaft geht mit dem erhéhten maternalen Risiko
der Entwicklung einer Eklampsie und Praeklampsie einher (Suhonen, 1993), (Fadl et al.,
2010). Des Weiteren leiden Gestationsdiabetikerinnen auch haufiger als gesunde Schwangere
an einem arteriellen Hypertonus und gehéduften Infektionen, insbesondere Harnwegsinfekten
oder aszendierenden vaginalen Infekten, welche das Friihgeburtlichkeitsrisiko erhdhen

( Schaefer-Graf et al., 2002).

Das Wiederholungsrisiko bei Erkrankten in einer weiteren Schwangerschaft erneut an

Gestationsdiabetes zu erkranken betrdgt 50 % (Major et al., 1998). AuBerdem geht ein
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Gestationsdiabetes mit dem erhohten Risiko fir die Entwicklung eines Typ-2-Diabetes einher.
Die 15-Jahrespravalenz fir die Entwicklung eines Typ-2-Diabetes bei Frauen mit einem
Gestationsdiabetes in der Anamnese betragt ca. 60 % fur adipose, sowie 30 % fir
normalgewichtige Frauen (O'Sullivan, 1982), auch wenn bei der Mehrzahl der Patientinnen
der Diabetes post partum sistiert. Damit haben Frauen mit Gestationsdiabetes im Vergleich zu
gesunden Frauen ein 7-fach erhéhtes Risiko an einem Typ-2-Diabetes zu erkranken (Bellamy
et al., 2009). Das Risiko fir betroffene Frauen, nach 5-10 Jahren an einem Typ-1-Diabetes zu

erkranken liegt bei ca. 10 % (Lobner, 2006).

Zu den fetalen Risiken der chronischen Hyperglyk&dmie wahrend der Schwangerschaft zéhlen
wéhrend des 1. Trimenons, vor allem bei vorbestehendem, schlecht eingestelltem Diabetes
mellitus der Mutter, die in ca. 10 % der Falle auftretende diabetische Embryopathie, welche
multiple Fehlbildungen umfasst (Miller et al., 1981). Ab einem Nichternblutzucker von >120
mg/dl findet sich eine um 2,9 % erhohte Fehlbildungsrate (Schaefer et al., 1997). Da sich ein
Gestationsdiabetes in der Regel erst in der Spatschwangerschaft, also nach Abschluss der
Organogenese manifestiert, ist hier die Fehlbildungsrate kaum erhoht. Bei prakonzeptionell
vorbestehendem, schlecht eingestelltem Diabetes mellitus Typ 1 oder 2 besteht ein 4-fach
hoheres Risiko fur Fehlbildungen im Vergleich zu gesunden Schwangeren (Kleinwechter et

al., 2014).

Dagegen ist als typische Komplikationen eines Gestationsdiabetes in der Spatschwangerschaft
die diabetische Fetopathie mit einem Geburtsgewicht von (ber 4000 g zu nennen. Das
mitterliche Insulin kann die Plazentaschranke nicht passieren (Kautzky-Willer & Handisurya,
2009). Die durch die bei maternaler Hyperglyk&mie in der 2. Schwangerschaftshalfte erhéhte
transplazentare Glukosezufuhr verursachte fetale Hyperglykdamie bedingt eine physiologische
R-Zell-Hypertrophie mit der Folge eines fetalen Hyperinsulinismus. Dies fihrt zu einer

Steigerung der Glykogeneinlagerung in die Leber sowie erhohter Triglyceridsynthese der
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Fettzellen. Die Folge sind Makrosomie, sowie Organunreife von Lunge, Leber und Niere
aufgrund plazentarer Funktionsstérungen und Hyperinsulinismus (Haag & Hanhart, 2010),
(Kainer, 2001). Makrosome Kinder von an Gestationsdiabetes erkrankten Muttern haben
wiederum ein deutlich erhohtes Risiko selbst an Diabetes mellitus Typ 2 und Adipositas zu
erkranken (Catalano et al., 2003). Des Weiteren bestehen erhohte Risiken einer
Plazentainsuffizienz, eines Polyhydramnions mit der Gefahr der Friihgeburtlichkeit (Ju et al.,
2008), sowie eines postnatalen Atemnotsyndroms durch Lungenunreife und reduzierte
Surfactantproduktion. Der schwere unbehandelte Gestationsdiabetes kann auRerdem zum
intrauterinen Fruchttod flhren, wobei fir ca. 28 % der intrauterinen Fruchttode ein

Gestationsdiabetes ursachlich ist (Salzberger & Liban, 1975).

Die HAPO-Studie zeigte einen deutlichen Zusammenhang zwischen steigenden
Plasmaglukosewerten der untersuchten Schwangeren und den primédren Endpunkten
Geburtsgewicht oberhalb der 90. Percentile (LGA), Serum C-Peptid-Konzentrationen, als
Begleitprodukt der Insulinsynthese, im Nabelschnurblut oberhalb der 90. Percentile,
Notwendigkeit einer Kaiserschnittentbindung und neonataler Hypoglykamie. Ebenso zeigte
sich eine Korrelation zwischen steigenden Plasmaglukosewerten und den sekundaren
Endpunkten Praeklampsie, Fruhgeburtlichkeit, Schulterdystokie, Hyperbilirubindmie und
Notwendigkeit einer intensivmedizinischen Versorgung der Neugeborenen (The HAPO

Study Cooperative Research Group, 2008).

1.3.4 Diagnose des Gestationsdiabetes

In Anlehnung an HAPO Studie und die daraufhin erstellten Empfehlungen der IADPSG
(International Association of the Diabetes in Pregnancy Study Group) empfiehlt die DDG in

ihrer 2011 erstellten Leitlinie folgendes VVorgehen:
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Zur Diagnostik des Gestationsdiabetes und des Diabetes mellitus in der Schwangerschaft
diente bisher im Rahmen der Erstvorstellung in der Friihschwangerschaft (vor der 24. SSW)
bei VVorliegen von Riskofaktoren die Bestimmung einer ventsen Gelegenheits-Plasmaglukose
oder einer Nuchternglukose, definiert als Blutglukosebestimmung nach einer Nahrungs- oder
Fliissigkeitskarenz von mindestens 8 Stunden. Bei Werten von > 200 mg/dl (11,1 mmol/l) der
Gelegenheitsglukose oder > 92 mg/dl (5,1 mmol/l) der Nuchternglukose sollte zunédchst die
Zweitmessung der Nichternglukose erfolgen. Bei Messwerten der Gelegenheitsglukose von
weniger als 200 mg/dl, aber mehr als dem Normwert bei einer glukosetoleranten
Schwangeren, also zwischen 140-199 mg/dl (7,8-11,05 mmol/l), ist ebenfalls die Bestimmung
der Nuchternglukose zum Ausschluss eines Gestationsdiabetes sinnvoll. Entsprechend dem
Wert der Nichternglukose-Zweitmessung erfolgt die Diagnosestellung: Bei einer
Nichternglukose von 92-125 mg/dl (5,1-6,9 mmol/l) wird die Diagnose eines
Gestationsdiabetes gestellt, ab einem Niichternglukosewert von > 126 mg/dl (7,0 mmol/l)
liegt ein manifester Diabetes mellitus vor, ebenso bei zweimaliger Gelegenheitsglukose > 200
mg/dl (11,1 mmol/l) (Kleinwechter et al., 2011). Seit 2012 ist in den Mutterschaftsrichtlinien
des Bundes im Rahmen der VVorsorgeuntersuchungen bei jeder Schwangeren zwischen der 24.
— 27+6. SSW die einmalige Bestimmung der Plasmaglukose nach Einnahme von 50g
Glukoselosung festgelegt. Bei Blutzuckerwerten > 7,5 mmol/l (> 135 mg/dl) und < 11,1
mmol/l (< 200 mg/dl) soll ein oraler Glukosetoleranztest erganzt werden. Nach Bestimmung
der Blutglukose vor Testbeginn und Trinken von 75 g Glukose geldst in 300 ml Wasser,
erfolgt die Blutglukosebestimmung ein und zwei Stunden nach dem Trinken. Ein
Gestationsdiabetes liegt vor, wenn die Blutglukose nuichtern 92 mg/dl (5,1 mmol/l), nach
einer Stunde 180 mg/dl (10,0 mmol/l) oder nach zwei Stunden 153 mg/dl (8,5 mmol/l)
ubersteigt (Richtlinien des Gemeinsamen Bundesausschusses (ber die arztliche Betreuung

wihrend der Schwangerschaft und nach der Entbindung (,,Mutterschafts-Richtlinien, 2015).
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Eine nach Diagnosestellung eines Gestationsdiabetes eingeleitete Therapie mittels diatetischer
MaRnahmen, Blutzuckermonitoring und medikamentdser Therapie, z.B. mit Insulin, kann das
Risiko der Diabetes-assoziierten Komplikationen wahrend einer Schwangerschaft,
insbesondere eines intrauterinen  Fruchtodes, Schulterdystokie, Knochenfrakturen,
Nervenldhmungen, LGA und Makrosomie, sowie Préaeklampsie von 4 % auf 1 % reduzieren

(Crowther et al., 2005).

1.3.5 Nichtmedikamentose Therapie

Die Therapie des Gestationsdiabetes wird zunachst mittels nichtmedikamentdser MaRnahmen
begonnen.  Hierzu  zadhlen  medizinische  Erndhrungstherapie, Bewegung und

Blutzuckerselbstmessungen.

Die medizinische Erndhrungstherapie des Gestationsdiabetes dient dem Erreichen der
Blutglukosezielwerte, der empfohlenen Gewichtszunahme der Mutter und eines normalen
fetalen Wachstums. Hierzu gehort unter anderem eine kalorisch ausreichende,
ballaststoffreiche, der Schwangerschaft angepasste Nahrstoffverteilung. Der téagliche
Kalorienbedarf normalgewichtiger Schwangerer (BMI 18,5-24,9 kg/m?) betragt 34 kcal/kg
KG, bei Untergewicht (BMI < 18,5 kg/m?) ca. 35-40 kcal/kg KG und bei (ibergewichtigen
Schwangeren (BMI 25-29,9 kg/m?) ca. 25-29 kcal/kg KG. Anhand des prakonzeptionellen
BMI der Schwangeren wird auflerdem die empfohlene Gewichtszunahme in der
Schwangerschaft ermittelt, welche bei normalgewichtigen Frauen 11,5-16 kg betragen sollte
(Kleinwechter et al., 2011). Da ein prakonzeptionell erhdhter BMI einen Risikofaktor fiir das
Auftreten von Schwangerschaftskomplikationen, wie z. B. Prdeklampsie, Entbindung mittels
Sectio und Makrosomie (Bhattacharya et al., 2007) darstellt, ist insbesondere bei
iibergewichtigen (BMI 25-29,9 kg/m?) und adipdsen Patientinnen (BMI > 30 kg/m?) auf eine

kontrollierte Gewichtszunahme zu achten.
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Der Kohlenhydratanteil sollte bei 40-50 % liegen und die grofite Kohlenhydratmenge
aufgrund der am Morgen bestehenden gesteigerten Insulinresistenz mittags oder abends
zugefuhrt und auf insgesamt 5-6 kleinere Mahlzeiten verteilt werden (Jovanovic, 2000).
Hierdurch soll auflerdem das Auftreten postprandialer Hyperglyk&mien einerseits und
Hungerketosen andererseits vermieden werden (Kautzky-Willer & Winzer, 2002). Durch
Zufuhr komplexer, verzogert resorbierbarer Kohlenhydrate sollen postprandiale Blutzucker-
und Insulinspitzen vermieden und so eine Insulintherapie umgangen werden (American
Diabetes Association, Bantle et al., 2008), (Moses et al., 2006). Des Weiteren sollte der
Ballaststoffgehalt 30g /Tag betragen, 20 % der Nahrung sollten auf Proteine und 30-35 % auf

Fette entfallen (Kleinwechter et al., 2011).

Bei 60-70 % der Gestationsdiabetikerinnen sind diatetische Malinahmen zum Erreichen der
Blutzuckerzielwerte ausreichend, so dass auf eine medikamentdse Therapie verzichtet werden
kann. Insbesondere bei einem Blutzucker von <95 mg/dl im 3h-oGTT scheinen
nichtmedikamentdse TherapiemalRnahmen ausreichend (McFarland et al., 1999). Einen
positiven Effekt auf den Kohlenhydratstoffwechsel hat auRerdem die kérperliche Bewegung,
insbesondere bei Ausdauersportarten. Bei zunehmender Muskelaktivitat wird der gesteigerte
Energiebedarf ~ zundchst aus  muskeleigenen  Glykogenreserven,  spater  durch
insulinunabhangige vermehrte Glukoseaufnahme aus dem Blut in die Skelettmuskelzelle
gedeckt. Durch Freisetzung kontrainsulinarer Hormone, z.B. Katecholamine, Glukagon und
Kortisol, findet aulerdem eine Hemmung der Insulinfreisetzung und dadurch gesteigerte

hepatische Glykogenolyse statt (Kemmer et al., 2007).

Ab dem Zeitpunkt der Diagnosestellung sollte innerhalb von zwei Wochen anhand von
mehrmals taglich durchgefiihrten Blutzuckerselbstbestimmungen der Schwangeren, sowie
erhobener  biometrischer Daten, z.B. BMI der Schwangeren und fetaler

Ultraschalluntersuchungen, entschieden werden, ob eine nichtmedikamentose Therapie
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fortgefuihrt werden kann oder eine Insulintherapie eingeleitet werden muss. Hierzu erfolgt in
den ersten ein bis zwei Wochen eine 4- mal tagliche Blutglukose- Selbstkontrolle, morgens
nlichtern sowie 1-2 Stunden postprandial nach den Hauptmahlzeiten. Befinden sich mehr als
50 % der Messwerte innerhalb einer Woche oberhalb des Zielbereichs (ntichtern > 65-95
mg/dl (3,6-5,3 mmol/l), 1 h postprandial > 140 mg/dl (7,8 mmol/l) oder 2 h postprandial >
120 mg/dl (6,7 mmol/l)) sollte eine Insulintherapie eingeleitet werden. Auch bei einzelnen
Messungen von niichtern >110 mg/dl (6,1 mmol/l) oder postprandial >162 mg/dl (9,0 mmol/1)
sollte eine medikamentOdse Therapie erfolgen (Kleinwechter et al., 2011), (Landon et al.,
2010) (Crowther et al., 2005), da diese Werte kaum diatetisch beeinflusst werden kdnnen. Etwa
20 % der Gestationsdiabetikerinnen bendtigen eine Insulintherapie (Kleinwechter et al.,

2011).

1.3.6 Medikamenttse Therapie

Die medikamenttse Therapie des Diabetes mellitus in der Schwangerschaft richtet sich nach
dessen Atiologie. Bei vorbestehendem Diabetes mellitus Typ 1 wird die notwendige
Insulintherapie fortgefiihrt, es muss jedoch aufgrund der veranderten Stoffwechsellage mit
erhohter Insulinempfindlichkeit und geringerem Insulinbedarf im 1. Trimenon und erhdéhtem
Insulinbedarf ab dem 2. Trimenon eine Dosisanpassung erfolgen. Bei einem vorbestehenden
Diabetes mellitus Typ 2 sollte nach Bekanntwerden der Schwangerschaft eine Umstellung
einer oralen Antidiabetikamedikation auf Insulin erfolgen. Bei geplanten Schwangerschaften
sollte bereits mindestens drei Monate prakonzeptionell eine normnahe Blutzuckereinstellung
mit einem HbA1; < 7 % sowie Umstellung auf eine Insulintherapie erfolgen (Kleinwechter et

al., 2014) .

Beim Gestationsdiabetes sollten neben den Blutzuckerselbstmessungen der Schwangeren
weitere Parameter in die Therapieentscheidung mit einbezogen werden. So kann auch

aufgrund einer fetalen Makrosomie oder eines erhohten Insulinspiegels im Fruchtwasser die
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Indikation zur medikamentdsen Therapie gestellt werden (Weiss et al., 1986), (Hopp et al.,
1996). Da die gemessenen muitterlichen Blutglukosewerte kaum mit den fetalen Insulinwerten
korrelieren, lassen sie nur einen ungentigenden Rickschluss auf die Ausbildung der durch
fetalen Hyperinsulinismus bedingten fetalen Makrosomie zu (Kainer et al., 1997). Insulin
wird renal eliminiert und kann daher im Fruchtwasser bestimmt werden. Die Einleitung einer
Insulintherapie nach Bestimmung der fetalen Insulinkonzentration im Fruchtwasser hat keinen
Einfluss auf die Rate an Schwangerschaftskomplikationen, kann jedoch die Inzidenz einer
diabetischen Fetopathie und postnatalen Hypoglykamie verringern (Hopp et al., 1996).
Aufgrund der Invasivitat einer hierzu noétigen Amniozentese wird sie jedoch nicht
routinemanig eingesetzt. Nicht invasiv leicht zu erhebende fetale Parameter, welche in die
Therapieentscheidung einflieBen sollten, sind jedoch Ultraschallparameter, wie z.B. der
Abdominalumfang des Feten. Er gilt im 3. Trimenon als pradiktiv fir einen
Hyperinsulinismus und ein Geburtsgewicht oberhalb der 90. Perzentile (LGA) und sollte ab
der 24. SSW, also wenn die fetale Insulinbildung ausgeprégt ist, alle 2-3 Wochen kontrolliert
werden. Ein fetaler Abdominalumfang ab der 75. Perzentile korreliert eng mit einem fetalen
Hyperinsulinismus und den damit verbundenen neonatalen Risiken und der
Langzeitmorbiditat makrosomer Kinder (Schaefer-Graf et al., 2003). Anhand des so
bestimmten fetalen Risikos kdnnen die maternalen Blutzuckerzielwerte und entsprechend die
Therapie dem Risiko angepasst werden. So empfiehlt die DDG in ihrer Leitlinie von 2011 die
Einleitung einer Insulintherapie bereits ab einem fetalen Abdominalumfang > 75.Perzentile
zum Erreichen niedrigerer Blutzuckerzielwerte, wodurch sowohl die neonatale Morbiditét, als
auch die Rate an LGA und Sectiones deutlich gesenkt werden kann (Kleinwechter et al.,
2011). Da eine zu strenge Blutzuckereinstellung der Mutter mit fetaler
Wachstumsretardierung einhergehen kann (Kessel et al., 2007), sollte andererseits bei Feten
mit einem niedrigen Risiko fur eine Makrosomie und normalem Wachstum

(Abdominalumfang 10.- 75. Perzentile) eine moderatere Blutzuckereinstellung erfolgen.
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Die medikamentdse Therapie des Gestationsdiabetes erfolgt in der Regel nach dem Schema
einer intensivierten konventionellen Insulintherapie (ICT). Nach diesem Schema erfolgt zur
Deckung des Basisinsulinbedarfs die morgendliche und abendliche Injektion eines
Intermediérinsulins  (NPH-Insulin), zu den Mahlzeiten erfolgen Bolusgaben von
Normalinsulin oder Insulinanaloga. Dabei richtet sich die angewandte Dosis vor allem nach
dem préaprandial ermittelten Blutzuckerwert, sowie nach Grolie der Mahlzeit, korperlicher
Belastung und der Tageszeit. Gestationsdiabetikerinnen zeigen aufgrund der peripheren
Insulinresistenz in der Schwangerschaft einen hoheren Insulinbedarf als Patienten mit

Diabetes mellitus Typ 1 oder 2.

1.3.7 Insulin

Medikament der Wahl ist das Insulin, da hierzu die meisten Erfahrungen im Einsatz wéhrend
der Schwangerschaft vorliegen. Neben dem Intermediérinsulin  (NPH-Insulin) zur
Basistherapie werden zur Blutzuckereinstellung in der Schwangerschaft kurzwirksame
Insuline zur Bolustherapie, vor allem Humaninsulin und, bei unzureichender
Blutzuckersenkung durch Humaninsulin, Insulinanaloga wie Insulin-Aspart und Insulin-
Lispro eingesetzt. Studien konnten fir beide eine verbesserte postprandiale
Blutzuckersenkung gegenuber Humaninsulin und sichere Anwendung in der Schwangerschaft
zeigen (Hod et al., 2008), (Lambert & Holt, 2013), (McCance et al., 2008), (Colatrella et al.,
2013). Gleiches gilt fur das Insulin-Glargin, wobei die Studienlage hierzu schlechter ist.
Aufgrund fehlender Studien sollte Insulin-Glulisin nicht in der Schwangerschaft verwendet
werden (Lambert & Holt, 2013). Bei bereits prékonzeptionell bestehender guter
Blutzuckereinstellung mittels der o.g. in der Schwangerschaft als unbedenklich anzusehenden
Insulinanaloga, kann diese Therapie fortgefuhrt werden. Andernfalls ist der Einsatz von
Humaninsulin zu empfehlen (Kleinwechter et al., 2014). Das langwirksame Insulinanalogon
Insulin-Detemir zeigt im Vergleich zum derzeit verwendeten NPH-Insulin eine Verbesserung
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der Nuchternglukose, jedoch keinen positiven Einfluss auf das perinatale Ergebnis. Da der
Vorteil der Insulinanaloga in der Risikoverminderung fir das Auftreten postprandialer
Hyperglykamien liegt, welches bei Gestationsdiabetikerinnen ohnehin gering ist, scheint ihr
Einsatz vor allem in der Therapie des Typ-1-Diabetes in der Schwangerschaft von Vorteil zu

sein (Lambert & Holt, 2013).

1.3.8 Orale Antidiabetika

Der Einsatz oraler Antidiabetika in der Schwangerschaft erfolgt aufgrund fehlender Zulassung
und Studien derzeit nicht routinemaRig. Einige Studien belegen, dass der Einsatz oraler
Antidiabetika, wie z. B. das Biguanidpraparat Metformin und das Sulfonylharnstoffpraparat
Glibenclamid, hinsichtlich Erreichen der Blutglukosezielwerte und Reduktion mitterlicher
und fetaler Risiken im Vergleich zum Insulin gleichwertig sind. Fur eine erhohte
Fehlbildungsrate gibt es keine Hinweise (Nicholson et al., 2009). Eine Studie von Rowan et.
al. (Rowan et al., 2008) konnte zeigen, dass Metformin im Vergleich zu Insulin bei einer
mittleren Tagesdosis von 2500 mg nicht zu einer Erh6hung der Rate an perinatalen
Komplikationen fuhrt. Es bestanden auRerdem keine signifikanten Unterschiede in den fetalen
anthropometrischen Messungen oder der Serum-Insulinkonzentration im Nabelschnurblut.
Die Haufigkeit schwerer Hypoglykamien (Glukose < 28,8 mg/dl, < 1,6 mmol/l) unter
Metformintherapie zeigte sich sogar um 4,8 % geringer als unter Insulintherapie. Ebenso
zeigten die mit Metformin therapierten Frauen eine geringere Gewichtszunahme wéhrend der
Schwangerschaft. Von den mit Metformin therapierten Schwangeren bendtigten 46,3 % eine
zusétzliche Insulintherapie. Die bendtigte Insulindosis und die Gewichtszunahme, als
Nebenwirkung einer Insulintherapie, war hier geringer als unter alleiniger Insulintherapie.
Obwohl die Friihgeburtlichkeitsrate bei den mit Metformin therapierten Frauen hoher war,

stellt Metformin nach Meinung der Autoren eine sichere Therapiealternative zum Insulin dar.
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Metformin passiert die Plazentaschranke und kann im fetalen Blut bis zu 50 % der

mitterlichen Konzentration erreichen (Charles et al. 2006), (Kovo et al., 2008).

Fur das Sulfonylharnstoffpraparat Glibenclamid (Glyburid) konnten &hnliche Ergebnisse
gezeigt werden. Sulfonylharnstoffe sind insulinotrope Subtanzen, welche die Insulinsekretion
durch Verbesserung der Ansprechbarkeit der B-Zellen des Pankreas auf Glukose steigern. Da
sie im Gegensatz zum Metformin direkt an der (-Zelle wirken, besteht die Gefahr einer
Hypoglykamie bei falscher Dosierung. Eine Studie von Langer et al. (Langer et al., 2000)
konnte zeigen, dass keine Unterschiede zwischen Insulintherapie und Glibenclamidtherapie
beziiglich maternaler und fetaler Komplikationen bestehen. Hierzu gehdrten u.a.
Praeklampsie, LGA, Makrosomie, postnatale Hypoglykdmie und fetale Anomalien. Die
erreichte Blutzuckerkontrolle war ebenfalls bei beiden Substanzen &dhnlich, die neonatale
Hypoglykédmierate war jedoch unter Glibenclamidtherapie um 3 % hoher als unter
Insulintherapie. Ein Vorteil gegenlber dem Metformin konnte in der bisher nicht
nachgewiesenen Plazentagangigkeit der neueren Sulfonylharnstoffe, wie z.B. dem
Glibenclamid, liegen. Langer et al konnten dies durch fehlenden Nachweis von Glibenclamid
im Nabelschnurserum sowie in direkt postpartal untersuchten Plazenten weitgehend
ausschlieBen. Glibenclamid stellt also bei Einsatz nach Abschluss der Organogenese eine

Alternative zum Insulin dar.

Die Thiazolidindione (Rosiglitazon und Pioglitazon) gehdéren wie die Biguanide zu den nicht-
insulinotropen oralen Antidiabetika und bewirken durch Verbesserung der Empfindlichkeit
der peripheren Zellen fir Insulin durch Aktivierung eines PPAR- y- Rezeptors eine Senkung

der Insulinresistenz.

Weitere orale Antidiabetika, wie z.B. a-Glukosidasehemmer, Glinide, GLP-1-Analoga und
DDP-4 Hemmer werden derzeit aufgrund fehlender Zulassung und Studien nicht wéhrend der

Schwangerschaft und Stillzeit eingesetzt.
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Stoffwechselveranderungen wahrend der Schwangerschaft konnen die pharmakokinetischen
Eigenschaften von Medikamenten verandern, so dass gegebenenfalls eine Dosisanpassung
erfolgen muss. Ob ein Medikament plazentagéngig ist, hdngt von mehreren Faktoren ab:
physiochemische Eigenschaften des Medikaments (z.B. Molekulargewicht oder
Proteinbindung), physiologische Eigenschaften der Plazenta (z.B. Gestationsalter,
transplazentarer Blutfluss) und das Vorhandensein und die Aktivitdt von Enzymen zur
Metabolisierung und Effluxtransportern. Effluxtransporter befinden sich auf der apikalen
Seite der Synzytiotrophoblasten und beeinflussen durch Exkretion von Stoffwechselprodukten
und Medikamenten die fetale Expostition gegeniiber diesen Substanzen (Hemauer et al.,
2010). In der Plazenta konnten bisher P-Glycoprotein, MRP1 (multidrug resistance-associated
protein 1) und BRCP (breast cancer resistance protein) nachgewiesen werden (St-Pierre et al.,
2000). Da Medikamente um diese Transportproteine konkurrieren und orale Antidiabetika
haufig in einer Kombinationstherapie aus mehreren Prdparaten verwendet werden, hat dies
einen Einfluss auf die Konzentration in der fetalen Zirkulation und damit auf die fetale
Exposition. So hemmt Metformin den transplazentaren Efflux von Rosiglitazon bei
gleichzeitiger ~Therapie um ca. 69 % (Hemauer et al, 2010). Solche
Medikamenteninteraktionen und ihre Folgen fiir den Fetus mussen bei der Wahl der oralen

Antidiabetika in der Therapie des Gestationsdiabetes mit bedacht werden.

1.4 Metformin und Thiazolidindion
1.4.1 Metformin

Metformin ist ein Biguanid-Derivat und gehort zu den nicht-insulinotropen oralen
Antidiabetika. Es ist Mittel der Wahl zur Therapie des Diabetes mellitus Typ 2 bei adipdsen
Patienten und kann sowohl als Monotherapie in Kombination mit didtetischen Malinahmen als
auch in Kombination mit anderen oralen Antidiabetika oder Insulin eingesetzt werden. ES

fihrt zu einer Senkung der Mortalitdt um 36 % im Vergleich zur diétetischen Therapie
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(UKPDS UK Prospective Diabetes Study Group, 1998). Da es nicht direkt die
Insulinsekretion an den [p-Zellen des Pankreas stimuliert, bleiben insulinabhéngige
Nebenwirkungen, z. B. Hypoglykdamie und Gewichtszunahme, aus. Andererseits ergibt sich
daraus ein moglicher Einsatz nur bei Patienten mit erhaltener Insulinsekretion, wie es beim
Diabestes mellitus Typ 2 oder Gestationsdiabetes der Fall ist. Der Wirkmechanismus auf
molekularer Ebene ist bisher noch nicht volistandig geklart. Die Wirkung beruht
wahrscheinlich auf einer Senkung der hepatischen Glukoseproduktion durch Hemmung der
Glukoneogenese und Glykogenolyse. AulRerdem stimuliert Metformin durch Aktivierung der
Glykogensynthase die zelluldare Glykogensynthese. Eine verbesserte Glukoseverwertung in
den peripheren Zellen wird durch eine dem Insulin &hnliche Translokation an die
Zelloberflache und gesteigerte Transportkapazitat der Glukosetransporter GLUT-1 und
GLUT-4 ermdglicht. Metformin scheint auch die Bindung von Insulin an dessen Rezeptoren
zu verstarken und in Postrezeptoreffekte einzugreifen. Zur Blutzuckersenkung tragt auf3erdem
eine Hemmung der intestinalen Glukoseresorption bei. Des Weiteren besitzt Metformin
glinstige Wirkungen auf den Fettstoffwechsel, wie eine Senkung des VLDL, Erhdhung des
HDL und Senkung der Plasmaspiegel von Triglyceriden, LDL- und VLDL-Cholesterol. Da
Metformin nicht zu einer direkten Insulinfreisetzung aus den -Zellen des Pankreas fuhrt, ist
die Hypoglykdmiegefahr unter der Metformintherapie gering. Die groBRte Gefahr in der
Anwendung von Metformin geht von einer Laktatazidose aus, welche bei Uberdosierung oder
verminderter renaler oder hepatischer Elimination sowie bei Vorliegen hypoxischer Zustande
auftreten kann. Weitere Nebenwirkungen sind gastrointestinale Stérungen, metallischer
Geschmack, sowie selten allergische Hautreaktionen. Bezuglich der Anwendung in
Schwangerschaft und Stillzeit haben tierexperimentelle Studien fir Metformin keine
Reproduktionstoxizitat gezeigt, dass potentielle Risiko fur den Menschen ist allerdings nicht
bekannt. Da Metformin in geringen Mengen auch in die Muttermilch sezerniert wird, ist eine

Anwendung in der Stillzeit aufgrund der Gefahr einer Hypoglykdmie bei Neugeborenen
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kontraindiziert (Mutschler et al., 2008). Metformin ist ein Substrat organischer
Kationentransporter, von denen der OCT 2 und 3 moderate bis hohe Expression in der
humanen Plazenta zeigt (Kovo et al., 2008). Es passiert die Plazentaschranke und kann im
fetalen Blut bis zu 50 % der mudtterlichen Konzentration erreichen (Charles et al., 2006),
(Kovo et al., 2008), so dass von einer gewissen Exposition des Fetus bei Gebrauch in der
Schwangerschaft ausgegangen werden muss, wobei es keine Daten (ber den
Metforminmetabolismus des Feten gibt. In Folgeuntersuchungen an 2-jahrigen Kindern von
wéhrend der Schwangerschaft mit Metformin behandelten Muttern konnte gezeigt werden,
dass diese im Vergleich zu Kindern, dessen Miitter in der Schwangerschaft mit Insulin
therapiert worden sind, mehr subkutanes als intraabdominelles Kdorperfett besal3en. Diese
Fettverteilung wiederum spricht fur eine héhere Insulinsensitivitat, so dass sich der Effekt der
Steigerung der Insulinsensitivitdit der peripheren Zellen unter Metformintherapie
maoglicherweise auch auf die Kinder der Gestationsdiabetikerinnen auswirkt (Rowan et al.,

2011).

1.4.2 Thiazolidindione

Glitazone (Thiazolidindione) gehdren ebenso wie Metformin zu den nicht-insulinotropen
oralen Antidiabetika und werden auch als ,,Insulinsensitizer bezeichnet. Sie werden in der
Therapie des Diabetes mellitus Typ 2 in der Kombinationstherapie mit Metformin bei
ubergewichtigen Patienten oder mit Sulfonylharnstoffen bei Metforminunvertraglichkeit oder
-kontraindikationen eingesetzt. Die Kombination von Rosiglitazon mit Insulin ist aufgrund
einer erhdhten Inzidenz von Herzinsuffizienz kontraindiziert. Zu den Thiazolidindionen
zahlen Pioglitazon, Troglitazon und Rosiglitazon. Sie verringern die Insulinresistenz durch
Aktivierung des vy-Subtyps des PPAR (Peroxisomal Proliferator Activated Receptor)
(Lehmann et al., 1995), welcher als intrazelluldrer Rezeptor mit dem RXR (Retinoid-X-
Rezeptor) heterodimerisiert. Dieser aktivierte Rezeptorkomplex fiihrt durch Interaktion mit
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der DNA zur Transkription verschiedener Gene, welche u.a. Schlisselproteine fir
insulinabhéngige Prozesse kodieren (Matthaei et al.,, 2001). Die Wirkung der
Thiazolidindione umfasst daher neben gesteigerter peripherer Glukoseaufnahme durch
vermehrte Translokation und Expression von Glukosetransportern auch eine Senkung der
hepatischen Glukoneogenese und Erhéhung der Glykolyse und Hemmung der Lipidsynthese
(Schoonjans et al., 1997). Neben Stoffwechselvorgangen wird durch diesen
Wirkmechanismus auch als Folge der vermehrten Expression adipozytenspezifischer Gene die
Differenzierung von Préadipozyten zu Adipozyten verstarkt (Tafuri, 1996). Thiazolidindione
bewirken neben einer Senkung des HbA1. und der Nichternblutglukose auch eine Senkung
der Triglyceride, freien Fettsduren und des C-Peptids im Serum, wéhrend die HDL-
Konzentration steigt (Mutschler et al., 2008). Zu den Nebenwirkungen der Thiazolidindione
gehoren neben gastrointestinalen Symptomen und leichter Neutropenie auch eine bei Typ-2-
Diabetikern unerwiinschte dosisabhéngige Gewichtszunahme von 1-3 kg innerhalb von 6
Monaten nach Therapiebeginn (Matthaei et al. 2001), (Mori et al., 1999). Das Préparat
Troglitazon wurde bereits im Méarz 2000 aufgrund schwerer hepatischer Komplikationen vom
US-Markt genommen. Im Vergleich zu Pioglitazon zeigte sich in einer 2010 verdffentlichten
Studie bei Anwendung von Rosiglitazon bei Patienten ber 65 Jahren auerdem das Risiko
von Schlaganfallen, Herzinsuffizienz und Tod signifikant erhoht (Graham et al., 2010), so
dass auf Beschluss der européischen Arzneimittelbehérde (EMA) im Herbst 2010 auch die
Zulassung fir Rosiglitazon entzogen wurde. In den USA wurde eine voriibergehende
Einschrankung der Anwendung von Rosiglitazon von der FDA (Food And Drug
Administration) wieder gelockert. Studien konnten fir Pioglitazon ein im Vergleich zu

Rosiglitazon dosisabhéngig erhdhtes Blasenkarzinomrisiko nachweisen (Turner et al., 2014).

Laut Herstellerinformationen sind sowohl Pioglitazon als auch Rosiglitazon plazentagangig.

In Tierstudien zeigte sich bei Anwendung von Pioglitazon keine Verénderung der Fertilitat,

35



Einleitung

jedoch eine fetale Wachstumsretardierung und Ubergang des Medikamentes in die
Muttermilch.  Fir  Rosiglitazon  wurde in  tierexperimentellen  Studien  eine
Reproduktionstoxizitat gezeigt, es passiert auBerdem die Plazentaschranke und geht in die

Muttermilch tber (Herstellerinformation Glustin), (Herstellerinformation Avandia).

Der Wirkmechanismus der Thiazolidindione beruht, wie oben beschrieben, auf einer
Stimulation des PPAR-y-Rezeptors. PPAR-y wird auch auf Zyto- und Synzytiotrophoblasten
der humanen Plazenta exprimiert (Fournier et al., 2007). An Versuchen in PPAR-y-knockout-
Mausen konnte gezeigt werden, dass ein Fehlen von PPAR-y in Embryonen zu einem Fehlen
von braunem Fettgewebe flihrt und sich auch in der weiteren Entwicklung kein weifles
Fettgewebe entwickelt, da PPAR-y eine wichtige Rolle in der Differenzierung der Adipozyten
spielt. Mit Rosiglitazon behandelte schwangere Maéuse zeigten aullerdem eine
Desorganisation der normalen Plazentastruktur und Verdnderung der materno-fetalen
Oberflache. Dieselbe Studie konnte zeigen, dass die Exposition der Mause gegenuber
Rosiglitazon eine Hemmung der plazentaren Angiogenese durch verminderte plazentare
Expression der Angiogenesefaktoren Prl2c2 und VEGF zur Folge hat. Die PPAR- vy
vermittelte Hemmung der Angiogenese hat negative Folgen fur die Entwicklung der Plazenta,
woraus eine Beeintrachtigung der maternalen Blutzufuhr zum Feten und damit fetale

Wachstumsretardierung resultiert (Nadra et al., 2010).

1.5 Plazenta und Hormone (Ostrogen und Progesteron)

Ostrogene und Gestagene gehdren zu den wichtigsten weiblichen Sexualhormonen. Beide
Hormone sind Steroide, welche neben der Nebennierenrinde auch in der Plazenta, den
Ovarialfollikeln und dem Corpus luteum, bei Mannern auch im Hoden, gebildet werden. lhre
Synthese unterliegt einem Regelkreis. Das im Hypothalamus gebildete LHRH
(luteinisierendes Hormon-Releasing-Hormon) regt die Produktion und Sekretion von LH

(luteinisierendes Hormon) und FSH (follikelstimulierendes Hormon) in der Hypophyse an,
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wobei LH die Ostrogensynthese und FSH die Progesteronsynthese steuert. Die LHRH-
Sekretion wird nach dem Prinzip der negativen und positiven Ruckkopplung wiederum durch
Progesteron  und  niedrige  Ostrogenkonzentrationen  gehemmt,  bei hohen
Ostrogenkonzentrationen stimuliert. Auch die Gonadotropinsekretion (LH und FSH) wird
durch niedrige Ostrogenkonzentrationen und Progesteron gehemmt und durch hohe

Ostrogenkonzentrationen stimuliert.

Wahrend des Menstruationszyklus stimulieren LH und FSH gemeinsam die Follikelreifung,
LH induziert die Ovulation und Bildung des Corpus luteum und Ostrogen und Progesteron
bewirken  zyklusabhdngige Veranderungen an den Organen des weiblichen
Reproduktionstraktes. Nach Befruchtung einer Eizelle wird das Corpus luteum durch
Progesteron und in der Blastozyste gebildetes HCG (humanes Choriongonadotropin)
aufrechterhalten. Bei ausbleibender Befruchtung der weiblichen Eizelle bildet sich das Corpus
luteum zuriick, wodurch die Ostrogen- und Progesteronkonzentrationen sinken und die
negative Rickkopplung auf den Hypothalamus und die Hypophyse entféllt (Haag & Hanhart,

2010).

Wahrend der Schwangerschaft finden Verdnderungen der miitterlichen Steroidsynthese statt,
wahrend zusatzlich die fetoplazentare Einheit in der Lage ist, Steroidhormone zu
synthetisieren. Endogenes Ostrogen und Progesteron ist fiir die Aufrechterhaltung der
Schwangerschaft von Bedeutung und ihre Konzentrationen im Serum lassen einen
Riickschluss auf die Funktion der Plazenta zu. Die Serumkonzentrationen von 17B-C")Stradi0|,
Progesteron und 17a-Hydroxyprogesteron nehmen im Verlauf einer gesunden
Schwangerschaft stetig zu. Dabei steigt die Ostradiolkonzentration bis zur 32. SSW um das
6fache des Ausgangswertes an, die Konzentration des 17a-Hydroxyprogesteron um das 3,5-

fache des Ausgangswertes (Soldin et al., 2005). Eine geringe Serumkonzentration an
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unkonjugiertem Ostradiol ist mit einer erhohten Rate an Schwangerschaftskomplikationen

und fetaler Morbiditét assoziiert (Gagnon et al., 2008), (Kundu et al., 1978).

1.5.1 Ostrogen

Die Ostrogenkonzentration steigt wahrend der gesamten Schwangerschaft kontinuierlich an.
Ostrogene (Ostradiol und Ostriol) werden initial vom Follikelepithel der Tertiarfollikel
gebildet, spater dann vom Corpus luteum und nach Befruchtung der Eizelle von den
Trophoblastzellen der Plazenta. Die chemischen Vorstufen dieser in der Plazenta
synthetisierten Ostrogene werden anfangs in der miitterlichen, spater dann in der fetalen
Nebennierenrinde synthetisiert. Neben der Ausbildung der primédren und sekundaren
Geschlechtsmerkmale der Frau sind sie wéhrend des Menstruationszyklus auch fur die
Proliferation des Myo-und Endometriums des Uterus, Angiogenese und Verdnderung des
Zervixschleims von Bedeutung (Haag & Hanhart, 2010). Zu den wichtigsten Funktionen
wéhrend der Schwangerschaft gehort neben der Beeinflussung der Progesteronbiosynthese
(Albrecht et al., 2000) und der Einleitung der Geburt durch einen deutlichen Ostrogenanstieg
am Ende der Schwangerschaft (Gibb et al., 2006) auch die Beeinflussung der plazentaren
Angiogenese und der fetalen Entwicklung der Ovarien. Ostrogen hat insbesondere in der
ersten Schwangerschaftshélfte einen Einfluss auf die Expression des endothelielen
Wachstumsfaktors VEGF (vascular endothelial growth factor) (Albrecht & Pepe, 2010),
welcher von Zytotrophoblasten, Syncytiotrophoblasten und Hofbauermakrophagen der
Plazenta synthetisiert wird (Ahmed et al., 1995). Der Ostrogen-induzierte Anstieg des VEGF
bewirkt, im Zusammenspiel mit anderen Wachstumsfaktoren, eine Anordnung der vaskuléren
Endothelzellen zu Kapillaren, um die fir die Entwicklung des Feten nétige maximale
Blutversorgung uber die Plazenta zu gewahrleisten (Albrecht & Pepe, 2010). Die Steigerung
des uterinen  Blutflusses durch  gesteigerte  Angiogenese und endotheliale
Anpassungsvorgange wird somit zumindest partiell durch endogenes Ostrogen gesteuert
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(Pastore et al., 2012). Eine weitere Funktion des Ostrogens in der Schwangerschaft ist die
Modulation des mdtterlichen Immunsystems. So kann Ostradiol die immunsuppressive
Funktion der CD4" CD25" regulatorischen T-Zellen durch Steigerung der Proliferation
erhdhen. Diese wiederum bewirken eine Suppression der Effektorzellen, wodurch eine
autoimmunologische Reaktion auf vaterliche Antigene des Feten verhindert wird (Prieto &
Rosenstein, 2006). Eine niedrige Anzahl von CD4" CD25" T-Zellen scheint wiederum mit
dem Risiko eines spontanen Abortes assoziiert. (Sasaki et al., 2004) Diese Veranderungen
fuhren nicht zu einer Immunsuppression der Mutter, sondern lediglich zu einer Veranderung

der Immunlage hin zu einem antiinflammatorischen Phéanotyp (Robinson & Klein, 2012).

1.5.2 Progesteron

Progesteron wird bis zur 10. SSW vom Corpus luteum graviditatis, danach von den
Trophoblastzellen der Plazenta gebildet (Zhuang et al., 1991) und steigt ebenso wie das
Ostrogen wahrend der Schwangerschaft kontinuierlich an. Es ist das wichtigste Hormon zur
Schwangerschaftserhaltung, da es die fir die Einnistung der befruchteten Eizelle nétigen
Verdnderungen des Endometriums und spater auch die Proliferation des Brustdriisengewebes
bewirkt. Des Weiteren hat es immunoprotektive Funktionen, es steigert die T-
Suppressorzellsynthese und flhrt zur Ausbildung antigenmaskierender Antikdrper gegen
vaterliche Antigenanteile des Embryos, wodurch eine AbstoRung der Frucht verhindert wird
(Haag & Hanhart, 2010). Progesteron inhibiert die Th1-Immunantwort und fordert die TH2-
Immunantwort (Robinson & Klein, 2012). Erhohte Progesteronkonzentrationen im 2.
Trimester sind mit einer reduzierten Aktivitét regulatorischer T-Zellen (Mjosberg et al., 2009)
und Suppression der Antikorperbildung assoziiert. Eine Studie von Gailego et al an
pluripotenten humanen Embryonenstammzellen, in der der Einfluss von Opioiden und
Progesteron auf die friihe Embryogenese untersucht worden ist, konnte zeigen, dass die
Hemmung der Progesteronwirkung durch den Progesteronantagonisten RU-486 das
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Ausbleiben der normalen Entwicklung zystischer Strukturen des Embryos zur Folge hat.
Auch die Differenzierung der Stammzellen zu neuroektodermalen Rosetten bleibt nach
Antagonisierung der Progesteronwirkung aus (Gallego et al., 2009). Andere Studien haben
aullerdem gezeigt, dass eine Blockade der Progesteronwirkung mittels des
Progesteronrezeptorantagonisten RU-486 zu einer Degeneration der endometrialen Dezidua,
Minderung der Trophoblastenhaftung am Endometrium und verringerter f-HCG- und
Progesteronsynthese der Synzytiotrophoblasten fiihrt. Des Weiteren wird nach
Antagonisierung der Progesteronwirkung eine Weitung des Zervikalkanals, vermehrte
Freisetzung von und Ansprechbarkeit des Myometriums auf Prostaglandine beobachtet, was

zu einem Verlust der Frucht fuhrt (Fiala & Danielsson, 2006).

40



Zielstellung

2. Zielstellung

Gestationsdiabetes und Diabetes mellitus in der Schwangerschaft zahlen zu den haufigsten
Komplikationen einer Schwangerschaft. Bei etwa 1 % der Schwangeren besteht ein
prakonzeptionell bekannter Diabetes mellitus, der Gestationsdiabetes liegt bei ca. 2-6 % der
Schwangeren vor. Es handelt sich dabei um eine Stoffwechselerkrankung, welche durch
absoluten oder relativen Mangel an Insulin zu einer chronischen Hyperglykamie fihrt. Um
den maternalen und fetalen Risiken dieser Hyperglykdmie vorzubeugen, ist eine frihzeitige
Diagnostik und entsprechende Therapie unverzichtbar. Entsprechend der deutschen und
internationalen Leitlinien erfolgt die Therapie derzeit mit Insulin. Obwohl es fiir einige der
beim Typ-2-Diabetes an Nicht-Schwangeren zugelassenen oralen Antidiabetika in Studien
keine Hinweise auf eine erhohte Fehlbildungsrate gibt und einige dieser Medikamente
gleichzeitig mit einem geringeren Risiko an Nebenwirkungen, wie z.B. Hypoglykdmien und
Gewichtszunahme, einhergehen, werden diese aufgrund fehlender Studien bisher nicht in der
Therapie des Gestationsdiabetes eingesetzt. Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, den
Einfluss von zwei der oralen Antidiabetika, Metformin und Glitazone, auf die
Hormonsekretion von humanen Trophoblastzellen zu untersuchen, um daraus Ruckschlisse
auf mogliche Risiken fir deren Einsatz in der Schwangerschaft zu ziehen. Hierfiir wurden die
aus Plazenten des 3. Trimenon isolierten Trophoblastzellen in einem Kulturmedium mit
verschiedenen Konzentrationen der Medikamente versetzt und deren Einfluss auf die
Sekretion der zur Aufrechterhaltung einer Schwangerschaft notwendigen Hormone Ostrogen
und Progesteron sowie auf den Glukosestoffwechsel untersucht. In diesem Zusammenhang
wurde auBerdem der Einfluss der beiden untersuchten Medikamente auf die Vitalitat der
Trophoblastzellen untersucht. Dies erfolgte zum einen durch die mikroskopische Darstellung
der Fusion von Trophoblastzellen zu Synzytiotrophoblasten in einem mit den Medikamenten
versetzten Zellkulturmedium. Zum anderen erfolgte eine Quantifizierung mittels zweier

biochemischer Zytotoxizitatstests.
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3. Hypothesen

Metformin und Thiazolidindion besitzen keine zytotoxische Wirkung auf humane
Trophoblastzellen.

Metformin und Thiazolidindion besitzen keinen Einfluss auf die Glukosekonzentration
im Zellkulturmedium.

Metformin bedingt keine verminderte Ostrogenexpression humaner Trophoblastzellen.
Thiazolidindion bedingt keine verminderte Ostrogenproduktion humaner
Trophoblastzellen.

Metformin bedingt keine verminderte Progesteronexpression humaner
Trophoblastzellen.

Thiazolidindion bedingt keine verminderte Progesteronproduktion humaner
Trophoblastzellen.

Metformin und Thiazolidindion besitzen keinen Einfluss auf die PIGF-Expression

humaner Trophaoblastzellen.

Das fiir das experimentelle Arbeiten mit priméaren Trophoblastzellkulturen aus humanen

Plazenten notige Votum der Ethikkommision der Universitat Rostock wurde bereits fir die

Dissertationsarbeit von Dr. Maria Petereit eingeholt, in welcher nach identischer Methodik die

Isolation von Trophoblastzellen erfolgt (Petereit, 2010).
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4. Material
4.1 Plazenta
Die flr die Isolation der Trophoblastzellen verwendeten Plazenten stammten aus der
Universitatsfrauenklinik Rostock. Die Plazenten stammten sowohl wvon vaginalen
Entbindungen, als auch von Sectiones im Ill.Trimenon. Nach Begutachtung durch die
Hebamme wurden die Plazenten in der vorbereiteten Ldsung gelagert, bevor sie im

Forschungslabor aufgearbeitet wurden.

4.2 Antibiotika und Antikoagulantien fur die Aufbewahrung der Plazenten
e Amphotericin B (Fungizone, 250 UGML, GibcoBRL, Eggenstein, Deutschland)
e Streptomyin-Solution (10 000 Einheiten Penicillin und 10 mg Streptomycin/mi
0,9 % NacCl, Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen, Deutschland)
e Heparin-Natrium-250000-ratiopharm  (Antikoagulat, ratiopharm GmbH, Ulm,

Deutschland, Heparin-Natrium 250 000 IE/10 ml H,0)

4.3 Losungen, Puffer und Chemikalien zur Trophoblastisolierung siehe Anhang 1
4.4 Zellkulturmedium
450 ml DMEM (= Dulbecco’s Modified Eagle Medium + Phenolrot + Glutamin) + 50 ml

FKS (10%ig) + 5 ml Streptomycin Solution + 2,5 ml Amphotericin (pH 7,4)

4.5 Medikamente
e 1,1- Dimethylbiguanid- Hydrochloride (Metformin)
Firma: Sigma- Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland
e 2,4- Thiazolidinedione (Glitazon)

Firma: Sigma- Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland
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4.5.1 Medikamentenverdiinnungen

Medikamentenverdiinnungen des 1,1- Dimethylbiguanid- Hydrochlorid:
Stammlésung: 1 g/ 1 ml DMSO (Dimethylsulfoxid)

750 mg/ml (750 pl Stammlésung + 250 pl NaCl 0,9%)

500 mg/ml (500 pl Stammlasung + 500 pl NaCl 0,9%)

250 mg/ml (250 pl Stammlésung + 750 pl NaCl 0,9%)

125 mg/ml (125 pl Stammldsung + 875 pl NaCl 0,9%)

Medikamentenverdinnungen des 2,4- Thiazolidinedione:
Stammlésung 1: 40 mg/ 1 ml DMSO (Dimethylsulfoxid)
15 mg/ml (750 pl Stammldsung + 250 pl NaCl 0,9%)

10 mg/ml (500 pl Stammldsung + 500 pl NaCl 0,9%)
Stammlésung 2: 10 mg/ 1 ml DMSO

7,5 mg/ml (750 pl Stammldsung + 250 pl NaCl 0,9%)
5,0 mg/ml (500 pl Stammldsung + 500 pl NaCl 0,9%)

2,5 mg/ml (250 pl Stammldsung + 750 pl NaCl 0,9%)

4.6 Biochemische Assays

Cytotoxicity Detection Kit (LDH)
Firma: Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland
CellTiter- Blue® Cell Viability Assay

Firma: Promega Corporation, Madison, WI, USA
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4.7 Immunhistochemische Assays
e ImmPRESS™ UNIVERSAL REAGENT Anti-Mouse/Rabbit Ig
Firma: Vector Laboratories, Inc., Burlingame, CA, USA
e HISTOPRIME® LinRed (R.T.U.)
Firma: LINARIS Biologische Produkte GmbH, Wertheim- Bettingen, Deutschland
e Quantikine® Human PIGF

Firma: R&D Systems, Inc., Minneapolis, MN, USA
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5. Methoden

5.1 Isolierung der Trophoblastzellen

Die Isolation der Trophoblastzellen erfolgte nach den Methoden von Kliman et al. (Kliman et
al. 1986) und mit Modifikationen von Jeschke et al. (Jeschke et al. 1996).

Die Plazenta wird von der Geburt bis zur Verarbeitung in einer mit Natrium-Heparin,
Streptomycin/Penicillin und Amphotericin B versetzter 0,9%-iger NaCl-Losung aufbewahrt.
Die sterile Praparation der Plazenta erfolgt unter einer Vertikalstrombank. Zuerst wird die
maternale Seite der Plazenta mit einer Schere in ihre Kotyledone zerteilt, wobei diese
vorsichtig von der grauen Dezidua abgeldst werden missen. Dann werden die Kotyledone in
drei aufeinanderfolgende Becherglaser mit steriler 0,9%-iger NaCl-Losung Uberflhrt, um sie
von Blut zu reinigen und ihr Austrocknen zu verhindern. AnschlieBend wird von jedem der
Kotyledone mit Hilfe einer Skalpellklinge und einer anatomischen Pinzette das
Plazentagewebe zwischen dem Geféal3- und Bindegewebe abprépariert. Die so erhaltenen 50
ml des Gewebes werden in eine sterile 500 ml Flasche Gberfihrt. Um die Trophoblastzellen
aus diesem Gewebe zu isolieren, sind im Folgenden mehrere Verdauungsschritte mit Trypsin
und DNAGse | nétig.

Die einzelnen Verdauungsschritte werden folgendermafen durchgefihrt:

Verdauungsschritt 1:

142,55 mg Trypsin und 5 mg DNAse | werden in 12,6 ml HBSS-Hepes-Puffer gelost und
zum Trophoblastzellgewebe hinzugefiigt. Diese Losung wird dann 10 min bei 37°C unter
stdéndigem Rotieren inkubiert. Anschlielend werden nochmals 5 mg DNAse | zur Ldsung
gegeben und diese weitere 10 min bei 37°C wie 0.g. behandelt. Nachdem die Gewebeteile
sedimentiert sind, werden mit einer sterilen Pipette je 35 ml des Uberstandes abgenommen,
durch sterile Gaze (PorengroRe 40 um) gefiltert und in zwei 50 ml Zentrifugationsréhrchen

uberflhrt. Jede der beiden Losungen wird dann mit 3,25 ml sterilem NBCS (Neonatales
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Bovines Kalberserum) unterschichtet, wodurch der enzymatische Verdauungsvorgang
abgebrochen wird. Die Rohrchen werden dann bis zur weiteren Verarbeitung bei 8°C

gelagert.

Verdauungsschritt 2:

94,95 mg Trypsin und 5 mg DNAse | werden in 75 ml HBSS —Hepes-Puffer geldst und zum
restlichen Trophoblastzellgewebe gegeben. Die Lésung wird dann 20 min bei 37°C unter
stdandigem Drehen inkubiert, anschlielend wird wie im Verdauungsschritt 1 verfahren, die

zwei weiteren Zentrifugationsréhrchen werden ebenfalls bei 8°C gelagert.

Verdauungsschritt 3:
75,0 mg Trypsin und 5 mg DNAse | werden in 47,5 ml HBSS-Hepes-Puffer geldst und zum
Trophoblastzellgewebe hinzugefiigt , alles weitere erfolgt wie in den beiden vorangegangenen

Verdauungsschritten.

Alle sechs gewonnenen Rohrchen werden 10 min bei 2500 U/min und Raumtemperatur ohne
Abbremsen zentrifugiert, der Uberstand wird dekantiert. Jetzt folgt die Erythrolyse.

Die erhaltenen Zellsedimente werden in je 15 ml eiskaltem, destilliertem Wasser gel6st,
wodurch die noch enthaltenen Erythrozyten lysieren. Um den physiologischen Salzgehalt
wieder herzustellen, werden danach 7,5 ml 2,7%-iger NaCl-Ldsung hinzugegeben. Nach
Zentrifugation fir 5 min bei 1800 U/min und Dekantieren wird der Vorgang so lange
wiederholt, bis die Zellpellets weiB, d.h. frei von Erythrozyten sind. Die Uberstande werden
dekantiert.

Wiéhrend der Erythrolyse wird schon die Percoll-Gradienten- Zentrifugation vorbereitet.

6 mg DNAse | und 60 ml DMEM —Hepes-Puffer werden in einem Becherglas gemischt. Von

dieser Losung werden je 8,25 ml zu den Zellpellets pipettiert. Dabei werden zuerst 8,25 ml
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der Losung in die Réhrchen 1,3 und 5 gegeben, mittels VVortexer werden die Zellpellets geldst
und der Inhalt in die Roéhrchen 2,4 und 6 uberfuhrt. Mit weiteren 8,25 ml werden die
Rohrchen 1,3 und 5 nochmals ausgespult und der Inhalt in die R6hrchen 2,4 und 6 umgefullt.
Jetzt sind drei Zentrifugationsréhrchen mit jeweils 17,5 ml DMEM-Hepes-DNAse I-Ldsung
und den Zellpellets vorhanden. Diese werden 10 min bei 1800 U/min und Raumtemperatur
ohne Abbremsen zentrifugiert, die Uberstande werden dekantiert. Das Zellpellet des ersten
Rohrchens wird mit 2-3 ml HBSS-Hepes-Puffer gelost, in das zweite Rohrchen, und nach
Losen in das dritte Rohrchen tberfiihrt. Mit einem weiteren ml HBSS-Hepes-Puffer werden
die beiden ersten Rohrchen nochmals ausgesplt, um moglichst alle Trophoblastzellen mit zu
uberfihren.

Aus den erhaltenen 4 ml Zellsuspension miissen die Trophoblastzellen durch Percoll-
Gradienten-Zentrifugation von den anderen darin enthaltenen Zellaggregaten separiert

werden.

Percoll-Gradienten-Zentrifugation:

In ein spitzes 50-ml-Zentrifugationsréhrchen werden in absteigender Dichte die Percoll-
Losungen unterschichtet, beginnend mit 4 ml der niedrigsten Konzentration, welche dann mit
der jeweilig ndchsthoheren Konzentration unterschichtet wird. So erhdlt man einen 6-
schichtigen Percoll-Gradienten (70-, 60-, 50-, 40-, 30-, 20-%ig), der anschlieRend vorsichtig
mit 4 ml der Zellsuspension Uberschichtet wird. Dann wird 20 min bei 3000 U/min und
Raumtemperatur  ohne  Abbremsen zentrifugiert, wodurch die unterschiedlichen
Zellpopulationen voneinander getrennt werden. Die Trophoblastzellen finden sich
anschlieBend zwischen der 3. und 4. Bande und missen mit einer Spritze vorsichtig

abgezogen und in ein 50-ml-Zentrifugationsréhrchen Gberflihrt werden.
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Abbildung 5a: Bandenverteilung nach Percoll-Gradienten-Zentrifugation (modifiziert

nach Kliman (Kliman, 1999)

—  Fettzellen
—  Zellaggregate

—  Trophoblastzellen

— Erythrozyten

Abbildung 5b: Percoll-Gradient nach Zentrifugation (experimentelle Arbeit aus dem

Forschungslabor der Universitatsfrauenklinik Rostock)

5.2 Zellzahlung und Erstellung der Zellkonzentration

Die Ermittlung der Zellzahl erfolgt in einer Blrker-Zahlkammer. Dazu werden 20 ul der
gewonnenen Zellsuspension in ein Eppendorfgefal? pipettiert und mit 360 ul DMEM und 20

ul Trypanblau gemischt. Dies entspricht einer Verdinnung der Zellen von 1:20. Das
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Trypanblau dringt durch beschédigte Zellmembranen in die Zellen ein und ermdglicht so die
Identifikation von toten Zellen. In jede Z&hlkammerhalfte werden je 10 ul der Mischung
pipettiert. Pro Kammerhalfte missen in 25 Quadraten die noch vitalen Zellen ausgezéhlt
werden, die ermittelte Summe der ausgezahlten Zellen ergibt die Zellzahl x 10* /ml, welche

aufgrund der Verdinnung noch mit 10 multipliziert wird.
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Abbildung 6: Z&dhlkammer nach Burker (a) Zahlkammer, (b) vergroRertes Gitter, (c) Zellen
in der Burker-Zahlkammer unter dem Mikroskop (T6th et al., 2013)

Die Berechnung der Zellzahl erfolgt nach der Formel:

Zellzahl (2 x 25 Quadraten) x 10 (=Verdinnung) x 104 (Kammertiefe) = vitale Zellen/ml

Fur die nachfolgenden Versuche wird eine Zellkonzentration von 1,5 Mio. Zellen/Well

(1 Well = 15 ml, also 1,0 Mio. Zellen/ml) hergestellt. Dazu wird die gewonnene
Zellsuspension fiir 5 min bei 1500 U/min zentrifugiert, der Uberstand wird dekantiert und die
Zellen in der entsprechenden Menge Medium geldst. Als Medium dient DMEM mit Zugabe
von 10%-igem FKS, 5 ml Penicillin/ Streptomycin und 2,5 ml Amphotericin B.

Unter Inkubation bei 37°C findet im N&hrmedium innerhalb von 72 h-120 h durch Zellfusion
die Entwicklung der Zytotrophoblastzellen zu Synzytiotrophoblastzellen statt.

Bevor diese Zellen entsprechend der Fragestellung bearbeitet werden kénnen, missen sie

mittels einer immunhistochemischen Reaktion identifiziert werden.
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5.3 Methodischer Ablauf

Nach Herstellung der gewiinschten Zellkonzentration wird das R6hrchen kurz anzentrifugiert
und die Bestimmung der Glukose und der Hormone zum Zeitpunkt O h vorgenommen. Dazu
werden 500ul des Uberstandes abpipettiert und in ein EppendorfgefaR Ubertragen. Die
Bestimmung von Ostrogen und Progesteron erfolgte in der Firma Primacyt Cell Culture
Technology GmbH. Die Glukose-Konzentration als indirekter Hinweis auf die Zellvitalitat
wird mit Hilfe des Biosen 5140 bestimmt. Hierbei handelt es sich um eine enzymatische
Methode, bei der Glukose in Anwesenheit von Wasser und Sauerstoff mittels des Enzyms
Glukoseoxidase (GOD) zu Glukonat oxidiert. Dabei ensteht Wasserstoffperoxid. In einer
zweiten Reaktion wird Wasserstoff durch Peroxidase vom Wasserstoffperoxid auf einen
Indikatorfarbstoff Gbertragen. Dieser ist photometrisch messbar, wobei dessen Konzentration

proportional zur umgesetzten Glukosemenge ist. (Bruhn et al., 2011).

Prinzip der enzymatischen Glukoseanalyse:

GOD Peroxidase

Glukose + O, + H,O —> Gluconat + H,0, + Chromogen —> Farbstoff + 2 H,O

Als Referenzwert wird auBerdem die Glukose-Konzentration im Medium ohne Zellen
bestimmt. Anschlieend werden je 1,5 ml der Zellsuspension in die Wells der Wellplatten
pipettiert und je 15 ul der entsprechenden Medikamentenverdiinnungen hinzugefugt.

Im weiteren Verlauf werden zu den Zeitpunkten 24 h, 48 h und 72 h jeweils die Glukose- und
Hormonkonzentrationen fiir jede Verdinnung beider Medikamente bestimmt, wobei fir die
Hormonbestimmung die Wellplatten kurz anzentrifugiert werden, damit sich die Zellen am

Boden der Wellplatten absetzen. Danach werden 500 pl pro Well entnommen und in ein
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steriles EppendorfgefaR uberfiinrt, 2 min bei 1000U/min zentrifugiert und der Uberstand
erneut in ein Eppendorfgefal dekantiert. Die Bestimmung der Glukosenkonzentration erfolgt
wieder mit dem Biosen 5140.

Des Weiteren werden zu jedem dieser Zeitpunkte Fotos von den Zellen jeder
Medikamentenkonzentration aufgenommen, um die Fusion der Trophoblastzellen zu

Synzytiotrophoblastzellen zu verfolgen.

Fur die Herstellung der Medikamentenverdiinnungen wurde die Substanzen 1,1-
Dimethylbiguanide hydrochloride und 2,4-Thiazolidinedione in DMSO (Dimethylsulfoxid),
einem Losungsmittel und Tragersubstanz fur viele Arzneimittel, gel6st.

Ausgangspunkt fur die gewahlten Konzentrationen waren die empfohlenen Tagesdosen der

Medikamente.

5.4 Charakterisierung der Trophoblastzelle

Zur Identifizierung der Trophoblastzellen wurde einmalig bei der ersten Préparation nach acht
Tagen Inkubation im Brutschrank eine immunhistochemische Reaktion durchgefiihrt. Bei
dem verwendeten Test handelt es sich um eine indirekte Darstellung des CK 7 mittels mit
Polymer-Molekiilen bestiickten Sekundérantikérpern, welche mit der fur die Farbreaktion
verantwortlichen Peroxidase konjugiert sind.

Cytokeratin 7 ist ein intrazellular gelegenes Keratinfilament und eines der wenigen
Zytokeratine, welches nicht in mesenchymalen Zellen der Plazenta, sondern ausschlief3lich in
Trophoblastzellsubpopulationen zu finden ist (Blaschitz et al., 2000), (Maldonado-Estrada et
al., 2004). Es dient somit als Identifikationsmerkmal der Trophoblastzellen.

Fur die Durchfiihrung dieses Test werden je 300 ul der gewonnen Zellsuspension in vier
Wells pipettiert, was einer Zelldichte von ca. 45 000 Zellen/Well entspricht. Nach

Zentrifugation der Platte fiir eine Minute bei 1000 U zur Adhasion der Zellen am Boden der
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Wells wird das Medium abpipettiert. Die Wells werden zweimal mit PBS gespilt und,
anschlieBend mit 4%-igem Formafix fir 20 min. bei Raumtemperatur inkubiert und dann
nochmals fur 5 min mit PBS gespilt. Um die endogene Peroxidaseaktivitat der Zellen zu
dampfen, erfolgt nun die 30-mindtige Inkubation der Zellen in PBS gelstem 0,3%-igem
H,0, bei Raumtemperatur. Nach nochmaligem Spilen mit PBS werden nun drei Tropfen des
Pferdeserums zum Blocken der Enzymreaktion in jedes Well gegeben, die Platte fir 20 min
bei Raumtemperatur inkubiert und das Serum anschliel3end wieder entfernt.

Nun werden je 100 pl der mit Primarantikorper in die Wells pipettiert und die Platte Gber
Nacht bei 4° C inkubiert. Am Folgetag werden die Wells nach dreimaligem Spilen mit PBS
mit je drei Tropfen des ImmPRESS™-Reagenz, eines mit Peroxidase konjugierten
Sekundarantikorpers, versetzt. Nach Inkubation fur 30 min. bei Raumtemperatur und
anschlieBendem Auswaschen des ungebundenen Antikérpers mit PBS, werden nun drei
Tropfen des Enzymsubstrats, der H,O,.haltigen LinRed-L6sung, in jedes Well gegeben.
Hierbei entsteht nach 30 minltiger Inkubation im Dunkeln eine unter dem Lichtmikroskop
sichtbare rote Reaktion der Zellen, welche durch Spullen mit Leitungswasser gestoppt wird
(ImmPRESS™ UNIVERSAL REAGENT). Das Ergebnis wurde mit Hilfe des Mikroskops

dokumentiert.

5.5 Biochemische Assays
5.5.1 LDH- Zytotoxizitatstest

Der LDH-Zytotoxizitatstest ist ein Test zur quantitativen photometrischen Bestimmung der
Zytolyse. Er basiert auf der Aktivitdt der von den lysierten Zellen freigesetzten Laktat-
Dehydrogenase  (LDH), einem intrazellularen  Enzym, welches Dbei einem
Zellmembranschaden mit nachfolgendem Zelltod in das Zellkulturmedium austritt, und

dessen gemessene Aktivitdt mit dem Anteil an lysierten Zellen in dieser Kultur korreliert.
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Fur die Durchfiihrung dieses Tests werden 15 pl Triton® X-100 in eines der Wells mit
zellhaltigem Medium pipettiert und grandlich mit dem Zellkulturmedium vermischt. Triton®
X-100 ist ein Tensid (Octoxinol 9), welches Membranproteine aus ihrer Zellmembran l6sen
kann und dadurch zur Permeabilitatssteigerung und zum Zelltod fiihrt, so dass in dem mit
Triton® X-100 versetzten Well die maximale LDH-Freisetzung erfolgt und dieses als
Positivkontrolle dient. Nach 24 Stunden Inkubationszeit wird dann der Test durchgefuhrt.
Dazu werden in eine 96er Wellplatte je 4 x 400 ul der mit Triton® X-100 und der mit den
verschiedenen  Medikamentenkonzentrationen  versetzten  Zellsuspensionen  pipettiert.
Aullerdem werden fir die Negativkontrolle 4 x 400 pl der Zellsuspension ohne
Medikamentenzugabe sowie fiir den Leerwert nur Medium in die Wells Uberfuhrt. Dann
werden je 100 ul der Katalysatorlosung in die Wells pipettiert und die Platte 5-30 min. im
Dunkeln inkubiert bis sich die Losungen rot farben. Um die Enzymreaktion zu stoppen
werden 50 ul NHCI-Lésung hinzugegeben. Die photometrische Messung der LDH-Aktivitat
erfolgt im Microplate reader bei 490 nm Wellenlange (Referenzwellenlange 620 nm).

Schematische Darstellung der LDH-Reaktion:

1.5chritt
Coo oo
[ Lactatdehydrogenase 1
HO—C—H = c=0
o &
Lactat Pyruvat
NAD™ NADH + H*
2.5chritt
! |
¢ or ol | o
N - .
N= :\@ Katalysator N=N O
NO: ND:
Formazan-Salz (rot) Tetrazolium-5alz (gelb)

Abbildung 7: Prinzip des LDH-Zytotoxizitatstests (modifiziert nach Cytotoxicity Detection
Kit (LDH))
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Aus den ermittelten Messwerten fir die Postitiv- und Negativkontrolle und die
Zellsuspensionen mit Medikamentenzugabe kann dann die Zytotoxizitdt nach folgender

Formel fir jede der Medikamentenkonzentrationen berechnet werden:

Extinktion Probe — Extinktion Negativkontrolle
Zytotoxizitét (%) = x 100

Extinktion Positivkontrolle — Extinktion Negativkontrolle

Dieser Test wurde nach Abschluss der brigen Bestimmungen in einem Zellalter von 96

Stunden durchgefuhrt (Cytotoxicity Detection Kit (LDH)).

5.5.2 CellTiter-Blue®-Zytotoxizitatstest

Dieser Test dient dem Nachweis lebens- und wachstumsfahiger Zellen mittels des fur Zellen
ungiftigen Indikatorfarbstoffes Resazurin, welcher in vitale Zellen diffundieren kann. Dort
wird er entsprechend der metabolischen Kapazitat der Zellen zum fluoreszierenden Resorufin
reduziert, dieses diffundiert zuriick ins Medium. Das Ausmal der gemessenen Fluoreszenz
verhélt sich in Abhéangigkeit von der Inkubationszeit und der Menge des zugefiihrten
CellTiter-Blue®-Reagens proportional zur Anzahl lebensféahiger Zellen in diesem Medium.
Dieser Test wurde 42 Stunden nach Isolation und Kultivierung der Trophoblastzellen
durchgefuhrt.

Fur die Durchfihrung des Tests werden je 10 ul des CellTiter-Blue®-Reagens zu den 90 pl
des Zellkulturmediums einer 96er Wellplatte pipettiert. Dabei enthalten je drei Wells nur das
Medium als Leerwert zur Bestimmung der Hintergrundfluoreszenz, die Zellsuspension ohne
Zugabe der Medikamente als Negativkontrolle sowie die Zellsuspensionen mit den zu
untersuchenden Medikamentenverdiinnungen und die Tritonkontrolle als Positivkontrolle.
Nach einer Inkubationszeit von 1 Stunde bei Raumtemperatur erfolgt die Messung der
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Absorption mittels des Microplate readers. Da das Absoptionsmaximum fiir Resorufin bei
573nm und Resazurin bei 605nm liegt, wurden die Referenzwellenldngen des Micoplate
readers auf 570 und 620nm festgelegt. (CellTiter-Blue® Cell Viability Assay)

Aus den ermittelten Messwerten lasst sich nun der Anteil vitaler Zellen in den
Zellsuspensionen mit den zugefligten Medikamentenverdiinnungen im Vergleich zum
Leerwert ablesen. Dazu wird der Mittelwert der Fluoreszenz des Mediums von den
Mittelwerten der Fluoreszenz der einzelnen Proben subtrahiert und das Ergebnis gegen die

verwendete Medikamentenkonzentration aufgetragen.

5.5.3 PIGF- Immunoassay

Beim PIGF handelt es sich um einen plazentaren Wachstumsfaktor aus der Familie der
VEGF, welcher eine in vitro nachgewiesene Funktion beim Uberleben, dem Wachstum und
der Migration von Endothelzellen hat sowie in vivo an der Gefalineubildung beteiligt ist. Er
wird vor allem in der Plazenta, aber auch im Endothel von Kapillaren und der Umbilikalvene
produziert.

In der Plazenta wurde fur den PIGF unter In-vitro-Bedingungen eine Stimulation der
Signaltransduktion in Trophoblastzellen und Schutz vor Wachstumsfaktormangel bedingter
Apoptose nachgewiesen.

Beim dem zum Nachweis einer durch die zugegebenen Medikamente verursachten
Beeinflussung der PIGF-Exkretion verwendeten PIGF-Immunoassay handelt es sich um einen
ELISA-Test zur quantitativen photometrischen Bestimmung des PIGF in Zellsuspensionen.
Fur die Durchfiihrung des Tests werden, nach Herstellung einer Verdunnungsreihe der PIGF-
Losung entsprechend der Anleitung und Einbringen von 100 ul des Verdinnungsmittels in
jedes Well, je 100 ul der sieben PIGF-Standardlésungsverdinnungen als Positivkontrolle, der
Zellsuspension ohne Medikamente als Negativkontrolle und der Zellsuspensionen mit den

verschiedenen Verdinnungen der Medikamente in die mit einem monoklonalen
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Primarantikdrper gegen PIGF préparierten Wells pipettiert. Der Ansatz wird fur zwei Stunden
bei Zimmertemperatur inkubiert. AnschlieRend wird der nicht antikérpergebundene Anteil des
PIGF mittels 400 pl pro Well eines Waschpuffers entfernt, dieser Vorgang wird viermal
durchgefuhrt. Dann werden je 200 pl eines mit Peroxidase konjugierten polyklonalen
Sekundarantikorpers gegen den an PIGF gebundenen Primérantikorper hinzugegeben und
nochmals fir eine Stunde bei Zimmertemperatur inkubiert. Nachdem die nicht gebundenen
Anteile des Antikorper-Enzym-Komplexes wieder durch viermaliges Waschen entfernt
worden sind, werden je 200 ul des Enzymsubstrates fir die Peroxidase in die Wells pipettiert
und der Ansatz fir 30 min unter Lichtschutz inkubiert. Hierbei zeigt sich durch die
enzymatische Reaktion der Peroxidase eine der Menge des gebundenen PIGF proportionale
Farbénderung von blau zu gelb. Diese Reaktion wird durch Zugabe von 50 pl einer H,SO,-
Losung gestoppt. Die photometrische Messung der PIGF-Aktivitat erfolgt im Microplate
reader bei 450 nm Wellenlange (Referenzwellenldnge 570 nm) (Quantikine® Human PIGF).

Anschlielend kann, nach Berechnung einer Standardkurve entsprechend der Anleitung, fur
jede der Medikamentenkonzentrationen zu den Zeitpunkten 0, 24, 48 und 72 Stunden eine
PIGF- Konzentration ermittelt werden. Dazu wird vom Mittelwert der Messwerte jeder Probe
der Mittelwert der Messwerte der Negativkontrolle substrahiert und das Ergebnis gegen die

PIGF-Konzentration aufgetragen.

5.6 Statistik

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit Unterstitzung des Instituts fur
Medizinische Informatik und Biometrie der Medizinischen Fakultat Carl Gustav Carus der
Technischen Universitidt Dresden. Die Auswertung des Einflusses der beiden untersuchten
Medikamente auf die Glukose-, Ostrogen- und Progesteronkonzentration erfolgte nach dem

Modell der ,,mixed models* mit Hilfe des Programmes SPSS, in welchem der Einfluss von
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festen und zufélligen Faktoren auf eine ZielgroRe sowie deren Wechselwirkung untersucht
werden kann. Als feste Faktoren gelten die Beobachtunsgzeit, sowie die eingesetzte
Medikamentenverdiinnung, als zufalliger Faktor gilt die untersuchte Plazenta, bzw. die daraus
isolierten Trophoblastzellen. Dabei wurde das 95%-Konfidenzintervall mit ausgegeben.
Dieses Modell ermdglicht eine statistische Auswertung von unvollstdndigen Datensatzen. Um
die mit jedem paarweisen Vergleich steigende Fehlerwahrscheinlichkeit auf a < 0,05 zu

reduzieren, erfolgte eine Bonferroni-Adjustierung.

Wahrend initial noch die Bestimmung der Konzentrationen von Glukose, Ostrogen und
Progesteron fir jede der untersuchten Medikamentenverdiinnung erfolgte, wurde im Verlauf
der Arbeit aus Kostengriinden auf die Bestimmung einzelner Werte verzichtet, sofern sich im
Vorfeld abzeichnete, dass diese keinen Einfluss auf die Aussagefahigkeit der Daten haben.
Benutzerdefinierte fehlende Werte wurden bei der statistischen Auswertung als fehlend

gewertet.

Die statistische Auswertung des LDH-Zytotoxizitétstest erfolgte mit Hilfe des Mann-Whitney
U-Tests, eines nichtparametrischen Verfahrens zur Berechnung der Signifikanz bei fehlender

Normalverteilung der Werte.
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6. Ergebnisse

Untersucht wurde der Einfluss der beiden oralen Antidiabetika Metformin und
Thiazolidindion auf humane Trophoblastzellen. Hierzu wurde eine festgelegte Anzahl von aus
der Plazenta isolierten Trophoblastzellen (1,5 Mio. Zellen/Well [1 Well = 1,5 ml, also 1,0
Mio. Zellen/ml]) in das Zellkulturmedium gegeben und mit Medikamentenverdiinnungen des
Metformin und Thiazolidindion einer festgelegten Konzentration versetzt. Die
Nachbeobachtung der Zellen unter dem Mikroskop und Bestimmung der Konzentrationen von
Glukose, Ostrogen und Progesteron in den Zelliiberstanden erfolgten zum Zeitpunkt O h, 24 h,
48 h und 72 h. Untersucht wurden vier Konzentrationen des Metformin und finf
Konzentrationen des Thiazolidindion an aus jeweils drei verschiedenen Plazenten isolierten

Trophoblastezellkulturen.

6.1 Charakterisierung der Trophoblastzellen

Zur ldentifizierung der Trophoblastzellen erfolgte einmalig direkt im Anschluss an die
Isolation der Zellen eine immunhistochemische Farbung mit Hilfe des ImmPRESS™
UNIVERSAL REAGENT Anti-Mouse/Rabbit 1g. Nach Zugabe des Enzymsubstrates, des
HISTOPRIME® LinRed (R.T.U.), fiir die mit Peroxidase konjugierten Sekundarantikorper
auf der Zelloberflache der Trophoblastzellen, entsteht eine unter dem Mikroskop sichtbare
Rotfarbung, anhand derer die Trophoblastzellen identifiziert werden koénnen. Dargestellt

wurde das intrazelluldre Keratinfilament CK7 (Abbildung 8).
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Abbildung 8: Identifikation der Synzytiotrophoblastzellen anhand der Rotreaktion des
intrazellularen CK7 (IHC)

6.2 Mikroskopische Vitalitatsprifung

Zur Uberpriifung der Vitalitit der Zellen in den mit den Medikamentenkonzentationen
versetzten Ansétzen im Vergleich zur Vitalitat der Trophoblastzellen im Kulturmedium ohne
Medikamentenzusatz erfolgte eine mikroskopische Dokumentation der physiologischen
Fusion von Trophoblasten zu Synzytiotrophoblasten unter Inkubation bei 37°C. Dies erfolgte
mit einer Fotokamera (AxioCam MRc; Zeiss) bei einer 32-fachen VergréRerung zum
Zeitpunkt 0, sowie nach 24 h, 48 h, und 72 h. Unter dem Mikroskop zeigt sich sowohl im
Ansatz ohne Zugabe von Medikamenten, als auch den Wells mit Zugabe der
Medikamentenverdiinnungen, dass die Zellfusion der Trophoblastzellen weiterhin stattfindet.

Es zeigt sich auBerdem rein makroskopisch kein Unterschied zwischen dem Ausmal der
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Zellfusion zu Synzytiotrophoblasten innerhalb der Versuchsreihen mit Metformin und
Thiazolidindion in ansteigender Konzentration, als auch im Vergleich zwischen den mit
Metformin versetzten Zellansatzen, und denen, welche mit Thiazolidindion versetzt wurden.
Diese Dokumentation erfolgte fir jede der insgesamt je drei Versuchsreihen mit Metformin

und Thiazolidindion und ist im Folgenden dargestelit.

Fusion von Trophoblastzellen zu Synzytiotrophoblasten unter dem Mikroskop:

a) Zellen im Kulturmedium ohne Medikamentenzugabe:

Trophoblastzellen nach 0 h Trophoblastzellen nach 24 h

VergrofRerung 32x Vergrolierung 32x

Beginnende Fusion zum Synzytio- Synzytiotrophoblast nach 72 h
trophoblasten nach 48 h VergrélRerung 32x
VergrélRerung 32x
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b) Zellen im Kulturmedium unter Zugabe von Metformin 125 mg/ml

125 mg/ml Metformin nach 0 h 125 mg/ml Metformin nach 24 h
Trophoblastzellen Trophoblastzellen
VergréRerung 32x VergroRerung 32x

125 mg/ml Metformin nach 48 h 125 mg/ml Metformin nach 72 h
Beginnende Fusion zum Synzytio- Synzytiotrophoblast
trophoblasten VergroRerung 32x
VergrélRerung 32x
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c) Zellen im Kulturmedium unter Zugabe von Metformin 250 mg/ml

250 mg/ml Metformin nach 0 h 250 mg/ml Metformin nach 24 h
Trophoblastzellen Trophoblastzellen
VergrélRerung 32x VergroRerung 32x

250 mg/ml Metformin nach 48 h 250 mg/ml Metformin nach 72 h
Beginnende Fusion zum Synzytio- Synzytiotrophoblast
trophoblasten VergroRerung 32x
VergroéRerung 32x
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d) Zellen im Kulturmedium unter Zugabe von Metformin 500 mg/ml

500 mg/ml Metformin nach 0 h 500 mg/ml Metformin nach 24 h
Trophoblastzellen Trophoblastzellen
VergrélRerung 32x VergroéRerung 32x

500 mg/ml Metformin nach 48 h 500 mg/ml Metformin nach 72 h
Beginnende Fusion zum Synzytio- Synzytiotrophoblast
trophoblasten VergroRerung 32x
VergrélRerung 32x
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e) Zellen im Kulturmedium unter Zugabe von Metformin 750 mg/ml

750 mg/ml Metformin nach 0 h 750 mg/ml Metformin nach 24 h
Trophoblastzellen Trophoblastzellen
Vergrofierung 32x Vergrolierung 32x

750 mg/ml Metformin nach 48 h 750 mg/ml Metformin nach 72 h
Beginnende Fusion zum Synzytio- Synzytiotrophoblast
trophoblasten VergroRerung 32x
VergrolRerung 32x
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f) Zellen im Kulturmedium unter Zugabe von Thiazolidindion 2,5 mg/ml

2,5 mg/ml Thiazolidindion nach 0 h 2,5 mg/ml Thiazolidindion nach 24 h
Trophoblastzellen Trophoblastzellen
Vergrofierung 32x Vergrolierung 32x

2,5 mg/ml Thiazolidindion nach 48 h 2,5 mg/ml Thiazolidindion nach 72 h
Beginnende Fusion zum Synzytio- Synzytiotrophoblast

trophoblasten VergroéRerung 32x

VergrélRerung 32x
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g) Zellen im Kulturmedium unter Zugabe von Thiazolidindion 5,0 mg/mi

5 mg/ml Thiazolidindion nach 0 h 5 mg/ml Thiazolidindion nach 24 h
Trophoblastzellen Trophoblastzellen
VergrélRerung 32x VergroéRerung 32x

5 mg/ml Thiazolidindion nach 48 h 5 mg/ml Thiazolidindion nach 72 h
Beginnende Fusion zum Synzytio- Synzytiotrophoblast

trophoblasten Vergrolierung 32x

VergrélRerung 32x
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h) Zellen im Kulturmedium unter Zugabe von Thiazolidindion 7,5 mg/ml

7,5 mg/ml Thiazolidindion nach 0 h 7,5 mg/ml Thiazolidindion nach 24 h
Trophoblastzellen Trophoblastzellen
VergrélRerung 32x VergrolRerung 32x

7,5 mg/ml Thiazolidindion nach 48 h 7,5 mg/ml Thiazolidindion nach 72 h
beginnende Fusion zum Synzytiotrophoblast
Synzytiotrophoblasten VergrolRerung 32x

VergrélRerung 32x
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i) Zellen im Kulturmedium unter Zugabe von Thiazolidindion 10 mg/ml

10 mg/ml Thiazolidindion nach 0 h 10 mg/ml Thiazolidindion nach 24 h
Trophoblastzellen Trophoblastzellen
VergréRerung 32x VergroéRerung 32x

10 mg/ml Thiazolidindion nach 48 h 10 mg/ml Thiazolidindion nach 72 h
Beginnende Fusion zum Synzytio- Synzytiotrophoblast

trophoblasten VergroRerung 32x

Vergroflerung 32x
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J) Zellen im Kulturmedium unter Zugabe von Thiazolidindion 15 mg/ml

15 mg/ml Thiazolidindion nach 0 h 15 mg/ml Thiazolidindion nach 24 h
Trophoblastzellen Trophoblastzellen
VergréRerung 32x VergroéRerung 32x

15 mg/ml Thiazolidindion nach 48 h 15 mg/ml Thiazolidindion nach 72 h
Beginnende Fusion zum Synzytio- Synzytiotrophoblast
trophoblasten, VergroBRerung 32x Vergrolierung 32x

6.3 LDH-Zytotoxizitatstest
Zur Objektivierung und Quantifizierung der Vitalitdt der Trophoblastzellen unter dem
Einfluss steigender Medikamentenkonzentration im Medium wurde aulerdem eine

Vitalitatsprufung mit Hilfe des Cytotoxicity Detection Kit (LDH) durchgefuhrt. Es handelt
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sich um einen Test zur quantitativen photometrischen Bestimmung der Zytolyse, welcher auf
der Aktivitat der von den lysierten Zellen freigesetzten Laktat-Dehydrogenase (LDH) basiert.
Anhand dieses Tests kann die letale Dosis 50 (LDsp), also die Medikamentendosis, unter
deren Einfluss 50 % der Zellen sterben, ermittelt werden. Dieser wurde sowohl fir
Metformin, als auch fir Thiazolidindion jeweils an zwei Versuchsreihen in einem Zellalter
von 96 Stunden durchgefiihrt. Anschlielend erfolgte die Bildung des Mittelwertes der
gemessenen Extinktionswerte aus beiden Ansétzen und Berechnung des prozentualen Anteils
nicht vitaler Zellen. Unter Zusatz von Triton zum Zellkulturmedium ergibt sich die
Zytotoxizitéat der Positivkontrolle (100 %), im Medium ohne Medikamentenzusatz ergibt sich
die Zytotoxizitat der Negativkontrolle (O %). Diese spiegelt die spontane LDH-Sekretion der

Zellen im Medium wider.

Fur die Zytotoxizitat unter der Zugabe von Metformin in vier verschiedenen Konzentrationen

zeigt sich folgendes Ergebnis:

Tabelle 1: LDH- Zytotoxizitatstest fur Metformin: Mittelwerte der Zytotoxizitat [%] und
Standardabweichung

Metforminkonzentration | Omg/ml | 125mg/ml 250mg/ml 500mg/ml 750mg/mi Triton
Mittelwert 0 113,7 55,5 71,9 48 100
Standardabweichung 0 15,98 78,49 94,89 67,88 0
Signifikanz p = 0,102 0,317 0,102 0,317
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Zytotoxizitat unter Metformin
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Abbildung 9 : LDH-Zytotoxizitatstest fur Metformin:

Darstellung der Zytotoxizitdt [%] fur die mit den untersuchten Konzentrationen einer Metforminldsung
versetzten Zellkulturmedien. Die Werte (Mittelwert + Standardabweichung) entsprechen den aus den
Extinktionswerten errechneten Zytotoxizitaten. Fir die Metforminkonzentrationen 250, 500 und 750 mg/ml
konnte eine geringere Zytotoxizitat im Vergleich zur Trintonkontrolle nachgewiesen werden, dieser war jedoch

nicht signifikant.

Die in der Grafik dargestellten Werte entsprechen der aus den Extinktionswerten berechneten
Zytotoxizitat in %. Alle ermittelten Zytotoxizitaten der Zellmedien mit Medikamentenzusatz
lagen deutlich Gber der Negativkontrolle, also der spontanen LDH-Sekretion der Zellen. Die
mit 750 mg/ml, 500 mg/ml und 250 mg/ml Metforminlésung versetzten Zellmedien zeigen
eine geringere, jedoch statistisch nicht signifikante Zytotoxizitdt als die Positivkontrolle
(Triton). Lediglich die Zytotoxizitdt der mit 125 mg/ml der Metforminldsung versetzten

Zellmedien entsprach der unter Zugabe von Triton. Dabei wird jeweils unter Zugabe der
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Konzentrationen 125 mg/ml und 500 mg/ml die LDs, erreicht. Es zeigt sich dabei kein
Zusammenhang zwischen steigender Konzentration der Medikamentenverdinnung und der

ermittelten Zytotoxizitét in den damit versetzten Zellkulturen.

Beide Tests einzeln betrachtet ergaben jedoch, wie an der Standardabweichung erkennbar,
deutlich voneinander abweichende Ergebnisse, so dass sich zusammenfassend anhand des
durchgefuhrten LDH-Zytotoxizitatstests keine sichere Aussage uUber die Zytotoxitat des
Metformin in verschiedenen Konzentrationen treffen lasst. Mogliche Fehlerquellen sind eine
Interferenz des Metformin mit der Messmethode der Extinktionsmessung sowie eine
maoglicherweise schlechte Qualitat der verwendeten Zellen mit einem hohen Anteil an nicht-

vitalen Zellen.

Fur den LDH-Test unter Zugabe der Thiazolidindionverdiinnungen ergeben sich folgende

Werte:

Tabelle 2: LDH-Zytotoxizitatstest fur Thialzolidindion: Mittelwerte der Zytotoxizitat [%]
und Standardabweichung

Thiazolidindion-

konzentration 0 mg/ml | 2,5mg/ml |5Smg/ml |7,5mg/ml|10mg/ml | 15mg/ml | Triton
Mittelwert 0,1 21,75 23,7 0 0 36,85| 100
Standardabweichung 0 28,78 33,5 0 0 52,11 0
Signifikanz p = 0,102 0,32 1 1 0,317

Die graphische Darstellung der Zytotoxizitat unter Thiazolidindion in funf verschiedenen

Konzentrationen erfolgt in Abbildung 10.
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Zytotoxizitat unter Thiazolidindion
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Abbildung 10: LDH-Zytotoxizitatstest fur Thialzolidindion:

Darstellung der Zytotoxizitat [%] fur die mit den untersuchten Konzentrationen einer Thiazolidindionlésung
versetzten Zellkulturmedien. Die Werte (Mittelwert + Standardabweichung) entsprechen den aus den
Extinktionswerten errechneten Zytotoxizitaten. Alle untersuchten Konzentrationen weisen eine deutlich
geringere Zytotoxizitat als die Tritonkontrolle auf. Unter den Konzentrationen 2,5, 5 und 15 mg/ml ist eine im

Vergleich zur Kontrolle hhere Zytotoxizitat nachweisbar. Keines dieser Ergebnisse ist statistisch signifikant.

Hier zeigt sich fir die Medikamentenverdiinnungen 2,5 mg/ml, 5 mg/ml und 15 mg/ml eine
im Vergleich zur Negativkontrolle erhohte und scheinbar dosisabhéangige Zytotoxizitét, wobei
keine der verwendeten Konzentrationen die Zytotoxizitat der Positivkontrolle berschreitet.
Des Weiteren erreicht keine der untersuchten Konzentrationen die LDsg Fir die
Konzentrationen 7,5 mg/ml und 10 mg/ml scheint keine im Vergleich zur Kontrolle erhdhte

Zytotoxizitat zu bestehen. Keines dieser Ergebnisse ist dabei statistisch signifikant.
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Da pro Medikament nur zwei Ansétze untersucht worden sind, ist eine valide statistische
Analyse aufgrund der kleinen Datenmenge auch hier nicht moglich. Hier gilt &hnlich wie
beim LDH-Zytotoxizitétstest fur Metformin, dass die Standardwabweichung sehr groR ist, so
dass auch fir Thiazolidindion mit Hilfe des LDH-Tests keine sichere Aussage zur
Zytotoxizitat zu treffen ist. Aus diesem Grund wurde im Anschluss der CellTiter-Blue®-

Zytotoxizitétstest durchgefihrt.

6.4 CellTiter-Blue®-Zytotoxizitatstest

Mittels des fur die Trophoblastzellen nicht toxischen Indikatorfarbstoffes Resazurin, welcher
in vitalen Zellen zum fluoreszierenden Resorufin reduziert wird und so als Indikator fur die
metabolische Kapazitét der vitalen Zellen dient, kann der Anteil vitaler Zellen in den mit den
Medikamentenverdunnung versetzten Zellkulturen im Vergleich zur Kontrolle (Zellkultur
ohne Medikamentenzugabe) dargestellt werden. Dieser wurde 42 Stunden nach Isolation der
Trophoblastzellen durchgefihrt. Es wurden dabei die im weiteren Verlauf noch verwendeten
zwei Verdlnnungen des Metformin, sowie alle finf Verdinnungen des Thiazolidindion in
ihrer Wirkung auf die Zellvitalitdt untersucht. Des Weiteren ergibt sich beim Zusatz von
Triton zur Zellkultur die Positivkontrolle, die Zellkultur ohne Zugabe eines Medikamentes
dient als Negativkontrolle. Das Ausmal der gemessenen Fluoreszenz verhélt sich proportional

zur Anzahl lebensféhiger Zellen im Medium.
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Abbildung 11: CellTiter-Blue®-Test:

42 Stunden nach Isolation zeigt sich eine im Vergleich zur Tritonkontrolle hdhere Zellvitalitat nahezu aller
untersuchten Medikamentenverdlnnungen. Lediglich in der mit 2,5 mg/ml einer Thiazolodindionldsung
versetzten Zellkultur zeigt sich ein geringerer Anteil vitaler Zellen. Ein im Vergleich zur Negativkontrolle

geringerer Anteil vitaler Zellen l&sst sich unter Thiazolodindion 15, 10, 7,5 und 2,5 mg/ml nachweisen.

Aus der grafischen Darstellung des Versuches in der Abbildung 11 wird anhand der
gemessenen Fluoreszenz ersichtlich, dass nach 42 Stunden die Zellvitalitat in den beiden mit
Metforminverdiinnungen versetzten Ansatzen hoher ist als im Vergleich zur Positivkontrolle.
Auch die mit Thiazolidindion versetzten Ansdtze zeigen bei allen Verdinnungen, mit
Ausnahme der Verdunnung 2,5 mg/ml, einen hoheren Anteil vitaler Zellen im Vergleich zur
Positivkontrolle. Des Weiteren lasst sich bei beiden untersuchten Konzentrationen des
Metformin und bei Zugabe von Thiazoldindion 5 mg/ml eine im Vergleich zur
Negativkontrolle leicht erhohte Zellvitalitdt nachweisen. Dieser Test wurde einmalig

durchgefiihrt. Aufgrund der kleinen verwendeten Datenmenge ist auch bei diesem Test daher
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keine statistische Analyse der erhobenen Messwerte mdoglich. Es zeigt sich aber, dass die

Zugabe von Metformin zu den Zellkulturen nicht mit einer erhdhten Zytotoxizitat einhergeht.

6.5 Glukose, Ostrogen und Progesteron unter dem Einfluss von Metformin

Nach mehrfacher Zentrifugation des Zelliberstandes wurden jeweils 500 pl dieses
Uberstandes bei -85°C gelagert, bevor sie zur Bestimmung der Konzentration von Glukose,
Ostrogen und Progesteron unter dem Einfluss der hinzugefiigten Medikamente in
verschiedenen Konzentrationen ins Labor versendet wurden. Untersucht wurde der Einfluss
von Metformin und Thiazolidindion auf die Sekretion von Ostrogen und Progesteron, sowie
die Konzentration von Glukose im Nahrmedium, Uber einen zeitlichen Verlauf von 72

Stunden.

6.5.1 Einfluss von Metformin auf die Glukosekonzentration im Uberstand

In der Betrachtung der drei Versuchsreihen mit Zugabe von Metforminlésungen der
Konzentrationen 125 mg/ml, 250 mg/ml, 500 mg/ml und 750 mg/ml zu den Zellkulturen im
Vergleich zu einer Kontrolle, bestehend nur aus dem Zellmedium, zu den vier untersuchten

Zeitpunkten zeigt sich Folgendes:

Es erfolgte hier zundchst die Bildung eines Mittelwertes aus den jeweils zwei gemessenen
Glukosekonzentrationen im Uberstand jedes Wells. Schon in der Einzelbetrachtung aller drei
Versuchsreihen mit Metformin scheint bei den niedrigeren Medikamentenkonzentrationen
eine Abnahme der Glukosekonzentration im Uberstand der Zellkulturen zu erfolgen (s.
Anhang 2). Das Ergebnis nach Bildung des Mittelwertes aus den gemessenen
Konzentrationen aller drei Versuchsreihen mit Metformin ist zusammenfassend in Abbildung

12 dargestellt.
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Glukosekonzentration unter Metformin
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Abbildung 12: Einfluss von Metformin auf die Glukosekonzentration

Dargestellt ist der Mittelwert + Standardabweichung. Signifikante Abnahme der Glukosekonzentration unter den
Metforminkonzentrationen 125 mg/ml (p= 0,023) und 250 mg/ml (p= 0,005) 72 Stunden nach lIsolation der

Trophoblastzellen.

Es zeigt sich eine statistisch signifikante Abnahme der Glukosekonzentration bei 125 mg/ml
(p=0,023) und 250 mg/ml (p=0,005) der Metforminverdiinnung nach einer Beobachtungszeit

von 72 Stunden im Vergleich zur Kontrolle (Zellkultur ohne Medikamentenzugabe).

6.5.2 Einfluss von Metformin auf die Ostrogenkonzentration im Uberstand

Es wurde ein Vergleich der Ostrogenkonzentration im Uberstand des mit den verschiedenen
Metforminverdiinnungen versetzten Zellmedium mit Kontrolle vorgenommen. Zun&chst

werden alle drei Ansétze getrennt voneinander dargestellt (s. Anhang 3). Ab der zweiten
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Versuchsreihne mit Metformin wurde im weiteren Verlauf aus Kostengriinden auf die
Bestimmung der Zelllberstande der Konzentrationen 125mg/ml und 500mg/ml verzichtet, da
sich bereits im 1. Ansatz der groRte Effekt auf die Ostrogenkonzentration in den
Verdinnungen 750 mg/ml und 250 mg/ml zeigte und diese als ausreichend fiir die Darstellung
signifikanter Anderungen der Ostrogenkonzentration erachtet wurden. Im letzten Ansatz
wurde dann auch auf die Messung der Ausgangskonzentration des Ostrogens im
Zellkulturuberstand verzichtet, da sich der groBte Effekt in den beiden vorhergehenden
Versuchsreihen nach 72 Stunden Beobachtungszeit darstellte und primér ein Vergleich der
Ostrogenkonzentrationen unter den verschiedenen Verdiinnungen, und weniger der absoluten

Anderung uiber die Zeit vorgenommen werden sollte.

Hier zeigt sich bei Betrachtung der zweiten und dritten Versuchsreihe eine deutliche
dosisabhangige Abnahme der von den Trophoblastzellen sezernierten Ostrogenkonzentration
um bis zu 400 pg/ml nach 72 Stunden im Vergleich mit der Kontrolle. Die berechneten

Mittelwerte der Messwerte aus allen drei Versuchsreihen sind in Abbildung 13 dargestellt.
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Ostrogenkonzentration unter Metformin
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Abbildung 13: Einfluss von Metformin auf die Ostrogenkonzentration

Dargestellt ist der Mittelwert + Standardabweichung. Signifikante Reduktion der Ostrogenkonzentration in den

mit 250 mg/ml (p= 0,003) und 750 mg/ml (p= 0,001) versetzten Zellkulturen 72 Stunden nach Isolation der

Trophoblastzellen.

In der statistischen Analyse zeigt sich nach 72 Stunden somit eine signifikante Reduktion der
von den Trophoblastzellen sezernierten Ostrogenkonzentration fur  die
Metforminverdinnungen 250 mg/ml (p= 0,003) und 750 mg/ml (p= 0,001). Dies ist weniger
deutlich auch schon nach 48 Stunden Beobachtungszeit sichtbar (bei 250 mg/ml p= 0,006 und
bei 750 mg/ml p= 0,002). Es ist somit von einer negativen Beeinflussung der
Ostrogensekretion durch die Trophoblastzellen unter dem Einfluss von Metformin

auszugehen. Gleichzeitig zeigt sich insgesamt der durch Hormonproduktion und -sekretion
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durch die Trophoblastzellen erwartete Anstieg der Ostrogenkonzentration im nicht mit

Metformin versetzten Zellmedium (ber den Beobachtungszeitraum von 72 Stunden.

6.5.3 Einfluss von Metformin auf die Progesteronkonzentration im Uberstand

Es erfolgte ein Vergleich der Progesteronkonzentration im Uberstand der mit den vier
Metforminverdinnungen versetzten Zellkulturen mit der Kontrolle (Zellkultur ohne
Metforminzugabe). Ab dem zweiten Ansatz wurde bei der Ermittlung der
Progesteronkonzentration aus den bereits oben erwéhnten Grinden aufferdem auf die

Bestimmung des Ausgangswertes zum Zeitpunkt 0 Stunden verzichtet (s. Anhang 4).

Bei der Betrachtung des 1. und 3. Ansatzes entsteht der Eindruck, dass nach 72 Stunden eine
dosisabhéngige Zunahme der Progesteronkonzentration im Zelluberstand vorliegt. Nach
Zusammenfassung der Messwerte aller drei Versuchsreihen durch Bildung der Mittelwerte

wird dieser Eindruck bestétigt, wie in der folgenden Abbildung 14 ersichtlich wird.
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Progesteronkonzentration unter Metformin
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Abbildung 14: Einfluss von Metformin auf die Progesteronkonzentration

Dargestellt ist der Mittelwert + Standardabweichung. Keine signifikante Abnahme der Progesteronkonzentration

unter 250 mg/ml und 750 mg/ml Metformin.

In der statistischen Auswertung zeigt sich keine signifikante Verdnderung der
Progesteronproduktion und -—sekretion der Trophoblastzellen unter dem Einfluss der

Metforminverdinnung nach 72 Stunden.

6.6 Glukose, Ostrogen und Progesteron unter dem Einfluss von Thiazolidindion

Analog zum oben genannten Vorgehen bei den Versuchsreihen mit Metformin, erfolgte die
Bestimmung der Konzentration von Glukose, Ostrogen und Progesteron unter dem Einfluss
von  Thiazolidindion in  finf  verschiedenen  Konzentrationen  Uber  einen

Beobachtungszeitraum von 72 Stunden.
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6.6.1 Einfluss von Thiazolidindion auf die Glukosekonzentration im Uberstand

Die Bestimmung der Glukosekonzentration im Uberstand der mit den fiinf verschiedenen
Thiazolidindionkonzentrationen (2,5 mg/ml, 5 mg/ml, 7,5 mg/ml, 10 mg/ml und 15 mg/ml)
versetzten Zellkulturen im Vergleich zur Zellkultur ohne Medikamentenzugabe ist in Anhang
5 dargestellt. Bei den in Anhang 5 gezeigten Diagrammen erfolgte wieder zunéchst die
Bildung eines Mittelwertes aus jeweils zwei gemessenen Glukosekonzentrationen im
Uberstand jedes Wells zu den vier Untersuchungszeitpunkten. Aus den drei Diagrammen wird
ersichtlich, dass kein eindeutiger Einfluss des Thiazolidindion in den fiinf verschiedenen
Konzentrationen auf die Glukoseverstoffwechselung der Trophoblastzellen vorliegt. In der
statistischen Analyse bei Betrachtung aller drei Versuchsreihen zusammen zeigt sich jedoch
eine signifikante Zunahme der Glukosekonzentration nach 72 Stunden unter der Verdiinnung

5 mg/ml (p=0,036) im Vergleich zur Kontrolle. Dies ist grafisch in Abbildung 15 dargestellt.
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Glukosekonzentration unter Thiazolidindion
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Abbildung 15: Einfluss von Thiazolidindion auf die Glukosekonzentration

Dargestellt ist der Mittelwert + Standardabweichung. Signifikante Zunahme der Glukosekonzentration unter 5

mg/ml (p= 0,036) der Thiazolidindionverdiinnung 72 Stunden nach Isolation der Trophoblastzellen.

6.6.2 Einfluss von Thiazolidindion auf die Ostrogenkonzentration im Medium

Untersucht wurde der Einfluss der finf verschiedenen Konzentrationen von Thiazolidindion
auf die Ostrogensekretion der Trophoblastzellen im Zellkulturmedium im Vergleich zur
Kontrolle (Zellkultur ohne Medikamentenzugabe). Im Folgenden werden zundchst die drei
Versuchsreinen einzeln betrachtet. In der grafischen Darstellung der einzelnen
Versuchsreihen scheint nur im 1. Ansatz eine Reduktion der Ostrogenkonzentration im
Zellkulturmedium mit den Medikamentenkonzentrationen 2,5 mg/ml, 5 mg/ml und 15 mg/ml
im Vergleich zur Kontrolle vorzuliegen. Betrachtet man nun alle drei Versuchsreihen

zusammen, so zeigt sich in der statistischen Auswertung tatséchlich keine signifikante
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Reduktion der Ostrogenkonzentration in den mit Thiazolidindion versetzten Zellkulturen im
Vergleich zur Kontrolle nach 72 Stunden. In der grafischen Darstellung aller drei

Versuchsreihen wird dies ebenfalls ersichtlich (s. Abbildung 16).
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Abbildung 16: Einfluss von Thiazolidindion auf die Ostrogenkonzentration

Dargestellt ist der Mittelwert + Standardabweichung. Kein Nachweis einer signifikanten Reduktion der

Ostrogenkonzentration in den mit Thiazolodindion versetzten Zellkulturen 72 Stunden nach Isolation.

6.6.3 Einfluss von Thiazolidindion auf die Progesteronkonzentration im Uberstand

Im Folgenden  wird  zundchst der  Einfluss der  finf  verschiedenen
Thiazolidindionkonzentrationen auf die Progesteronproduktion und -sekretion der
Trophoblastezellen in den drei Versuchsreihen untersucht (s. Anhang 7). Als Kontrolle gilt

wie zuvor die Zellkultur im Medium ohne Zugabe des Medikamentes. In der statistischen
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Auswertung aller drei Versuchsreihen bestétigt sich die anhand der drei Grafiken schon
vermutete  statistisch  signifikante  Zunahme der  Progesteronkonzentration  der
Trophoblastzellen unter den Thiazolidindionverdiinnungen 5 mg/ml (p= 0,012) und 7,5 mg/ml

(p=0,003) nach 72 Stunden (s. Abbildung 17).
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Abbildung 17: Einfluss von Thiazolidindion auf die Progesteronkonzentration

Dargestellt ist der Mittelwert + Standardabweichung. Signifikante Zunahme der Progesteronkonzentration unter
den Thiazolidindionverdinnungen 5 mg/ml (p= 0,012) und 7,5 mg/ml (p= 0,003) 72 Stunden nach Isolation der

Zellen.

6.7 Ergebnisse des PIGF-Immunoassay

Beim PIGF handelt es sich um einen von den humanen Trophoblastzellen produzierten
plazentaren Wachstumsfaktor. Mittels des PIGF-Immunoassays, eines ELISA-Tests zur
quantitativen photometrischen Bestimmung des PIGF in Zellsuspensionen, wurde zundchst
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der PIGF im Zelliberstand von mit 750 mg/ml, 500 mg/ml und 250mg/ml einer
Metforminlosung versetzten Trophoblastzellkultur nach 0 h, 24 h ,48 h und 72 h ermittelt.
Hierzu wurde aus der ermittelten optische Dichte einer Verdinnungsreihe einer Standard-
PIGF-LOsung zunéchst eine Standardkurve ermittelt, aus welcher sich dann anhand der
aufgefuhrten Formel fiir jede der Medikamentenkonzentrationen zu den Zeitpunkten 0, 24, 48

und 72 Stunden eine PIGF- Konzentration ermittelt liel (s. Abbildung 18).
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R = 0,0987 PIGF Standardkurve

1,6
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Abbildung 18: PIGF Standardkurve zur Berechnung der PIGF-Konzentrationen der mit
Metformin und Thiazolidindion versetzten Zellkulturen

Hier zeigte sich nach 48 und 72 Stunden Beobachtungszeit, dass lediglich in der Kontrolle
(Zellkultur ohne Medikamentenzugabe) eine PIGF-Produktion und -sekretion stattgefunden
hat, es lieB sich jedoch zu keinem Zeitpunkt und in keiner der verschiedenen untersuchten,

mit Metforminldsungen versetzten, Zellkulturen PIGF nachweisen (s. Abbildung 19).
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PIGF-Konzentration unter Metformin
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Abbildung 19: PIGF- Immunoassay fur Metformin

Reduktion der PIGF-Konzentration aller mit einer Metforminldsung versetzten Zellkulturen im Vergleich zur

Zellkultur ohne Medikamentenzugabe.

Weiterhin wurde eine Bestimmung von PIGF im Zelluberstand von mit 15 mg/ml, 7,5 mg/ml
und 2,5 mg/ml einer mit Thiazolidindionlésung versetzten Zellkultur zu den genannten
Beobachtungszeitpunkten vorgenommen. Es zeigte sich eine bis zu 25 pg/ml geringere PIGF-
Produktion und -sekretion in den mit Thiazolidindion versetzten Zellkulturen im Vergleich
zur Kontrolle nach 72 Stunden Beobachtunsgzeit. Dabei ist die Reduktion des PIGF umso
starker ausgepragt, je geringer konzentriert die verwendete Thiazolidindionldsung ist. Dies ist

in Abbildung 20 dargestellt.
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PIGF-Konzentration unter Thiazolidindion
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Abbildung 20: PIGF- Immunoassay fir Thiazolidindion

Nachweis einer bis zu 25 pg/ml geringeren PIGF- Produktion (unter 2,5 mg/ml Thiazolidindion) in den mit

Thiazolidindion versetzten Zellkulturen im Vergleich zur Kontrolle 72 Stunden nach Isolation der Zellen.

Aus finanziellen Griunden wurde der PIGF-Test fur jedes der Medikamente nur einmal

durchgefiihrt, wodurch seine Aussagekraft gering ist.
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7. Diskussion

7.1 Die zytotoxische Wirkung von Metformin und Thiazolidindion

Trophoblastzellen sind aufgrund ihrer Mdoglichkeit zum invasiven Wachstum und zur
Hormonsynthese essentiell fur die Aufrechterhaltung der Schwangerschaft und den
Stoffaustausch zwischen maternalem und fetalem Gewebe. In der vorliegenden Arbeit wurde
untersucht, ob Metformin und Thiazolidindion eine zytotoxische Wirkung auf humane
Trophoblastzellen besitzen. Hierzu erfolgte die mikroskopische Beobachtung der mit den
verschiedenen Konzentrationen der Metformin- und Thiazolidindionlésung versetzten
Trophoblastzellkulturen im Vergleich zu Trophoblastzellkulturen ohne Medikamentenzugabe
zu den Zeitpunkten 0 h, 24 h, 48 h und 72 h. Es zeigt sich mikroskopisch kein Unterschied in
der Zellfusion der Zytotrophoblasten zu Synzytiotrophoblasten, sowohl im Vergleich der mit
Medikamenten versetzten Zellkulturen zu denen ohne Medikamentenzusatz, als auch im
Vergleich der mit Metformin und Thiazolidindion unterschiedlicher Konzentration versetzten
Zellkulturen untereinander. Des Weiteren sind, soweit mikroskopisch beurteilbar, Zeitpunkt
und  Ausmall der  Zellfusion unabh&ngig wvon der jeweils verwendeten

Medikamentenkonzentration.

In der immunhistochemischen Vitalitatsprifung mittels LDH-Zytotoxizitétstest zeigte sich 96
Stunden nach Isolation der Zellen und Zugabe der finf verwendeten Konzentrationen der
Thiazolidindionlésung eine im Vergleich zur Negativkontrolle (Zellen im Medium ohne
Medikamentenzugabe) erhohte Zytotoxizitat unter den Konzentrationen 2,5 mg/ml, 5mg/ml
und 15 mg/ml. Dabei zeigte sich eine dosisabh&ngige Zunahme des prozentualen Anteils
nicht-vitaler Zellen, wobei sich unter den Konzentrationen 7,5 mg/ml und 10 mg/ml keine im
Vergleich zur Kontrolle erhohte Zytotoxizitdt darstellen lieB. Alle verwendeten
Thiazolidindionkonzentrationen lagen jedoch deutlich unter der Zytotoxizitat der

Positivkontrolle mit dem Zellgift Triton (s. Abbildung 10). Da die Tritonkontrolle eine
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signifikant hohere Zytotoxizitat zeigte, ist davon auszugehen, dass nach 96 Stunden noch
ausreichend viele vitale Zellen vorhanden waren und es sich bei der ermittelten Zytotoxizitét
der mit den Thiazolidindionverdinnungen versetzten Zellkulturen nicht um den normalen,
kulturbedingten Zelltod, sondern um den medikamenten-induzierten Zelltod handelte. Es stellt
sich jedoch die Frage, wie sich die unter 7,5 und 10 mg/ml Thiazolidindion nicht erhthte
Zytotoxizitat erklart. Da alle pro LDH-Test verwendeten Zellen aus demselben Préparat
stammen und unter einheitlichen Bedingungen inkubiert worden sind, ist nicht von einer
hohen spontanen LDH-Freisetzung aufgrund eines naturlichen Zelltodes in den Gbrigen Wells
auszugehen. Bei dem verwendeten Test handelt es sich um eine quantitative photometrische
Bestimmung des freigesetzten LDH mittels Extinktionsmessung, es wird die stoff- und
frequenzabhangige Schwéchung der verwendeten Strahlung ermittelt. Eine mdogliche
Fehlerquelle ist somit eine Interferenz der verwendeten Medikamente, z.B. aufgrund ihrer
strukturellen Eigenschaften, mit der Messmethode. Insbesondere bei Verwendung der hohen
Medikamentenkonzentrationen zeigte sich bereits makroskopisch eine Tribung des
Zellkulturmediums, was moglicherweise die Extinktion beeinflusst. So l&sst sich dann auch
bei Durchfuhrung des LDH-Zytotoxizitatstest bei den mit Metformin versetzten
Zellkulturmedien keine sichere Aussage zu dessen Zytotoxizitat treffen, da wie in Abbildung
9 ersichtlich, zwar bei allen verwendeten Konzentrationen des Metformin eine im Vergleich
zur Negativkontrolle erhohte Zytotoxizitdt ermittelt wird, jedoch auch hier keine
Proportionalitat der Dosis zur Zytotoxizitat besteht. Dartiber hinaus lasst sich aufgrund der
sehr kleinen Datenmenge flr jeden der beiden Tests (n = 2) keine valide statistische
Auswertung durchfihren. Um eine sichere Aussage zur Zytotoxizitat beider Medikamente

treffen zu konnen, sind demnach weitere Untersuchungen nétig.

Zur quantitativen Bestimmung der Zellvitalitdt unter dem Einfluss der beiden untersuchten

Medikamente erfolgte aulRerdem der CellTiter-Blue®-Zytotoxizitatstest, welcher 42 Stunden
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nach Isolation der Zellen durchgefiihrt wurde und mit dessen Hilfe der Anteil lebender Zellen
im Medium im Vergleich zu einer Negativkontrolle (ohne Medikamentenzugabe) und einer
Positivkontrolle (Triton) bestimmt werden kann. Da dieser Test nur einmalig durchgefihrt
worden ist, ist wie auch beim LDH-Zytotoxizitatstest, aufgrund der kleinen Datenmenge
keine valide statistische Aussage mdglich. Im Vergleich zur Positivkontrolle zeigten jedoch
alle untersuchten Medikamentenkonzentrationen des Metformin und des Thiazolidindione
(bis auf 2,5 mg/ml) einen gering hoheren Anteil vitaler Zellen im Medium (Abbildung 11),

welcher allerdings nicht relevant erscheint.

Zusammenfassend l&sst sich mit den in dieser Arbeit durchgefiihrten Tests keine sichere
Aussage (Uber die Zytotoxizitdt von Metformin und Thiazolidindion treffen.
Lichtmikroskopisch liel? sich nach 72 Stunden unter dem Einfluss beider Medikamente jedoch
eine normale Zellfusion zu Synzytiotrophoblasten nachweisen. Um eine sichere Aussage zur
Zytotoxizitat beider Medikamente treffen zu kénnen sind daher weitere Untersuchungen mit
einer grofleren Datenmenge gegebenenfalls unter Verwendung anderer, nicht mit den

Stoffeigenschaften interferierender Messverfahren, notig.

Die in dieser Arbeit verwendete Glukosekonzentration des Kulturmediums liegt bei ca. 25
mmol/l, was hyperglykdmen Bedingungen entspricht. Der Normwert der Serumglukose liegt
im Vergleich dazu bei 3,9 — 5,5 mmol/l. Diese Arbeit liefert einen Hinweis auf eine durch die
verwendeten Metforminldsungen und drei der fiinf verwendeten Thiazolidindionlésungen
bedingte erhohte Zytotoxizitat. Da alle Untersuchungen jedoch ausschlieRlich unter
hyperglykdmen Bedingungen erfolgten, ist nicht sicher zu differenzieren, ob die ermittelte
Zytotoxizitat auf die, in allen Kulturansétzen vorhandene, Hyperglykédmie zurlckzufihren ist.
Es bedarf somit einer vergleichenden Untersuchung in einem normoglykédmen Kulturmedium,
um zwischen einer durch Hyperglykdmie und einer durch die verwendeten Medikamente

bedingten Zytotoxizitat zu unterscheiden.
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In einer gesunden Schwangerschaft liegt wéhrend des ersten Trimesters ein niedriger
Sauerstoffpartialdruck vor. Mit der Trophoblastzellinvasion und Entwicklung der
Spiralarterien erfolgt eine h&matotrophe Erndhrung der Trophoblastzellen und damit ein
Anstieg des Sauerstoffpartialdruckes im Gewebe gegen Ende des ersten Trimesters. Der
Anstieg des Sauerstoffpartialdruckes geht physiologischerweise mit erhohtem oxidativen
Stress und Bildung antioxidativer Enzyme, wie z.B. Katalase und Glutathionperoxidase,
einher (Myatt & Cui, 2004). Mehrere Studien haben den Einfluss einer Hyperglykamie bei
Gestationsdiabetes oder Diabetes mellitus auf die Zytotoxizitat untersucht. Das Vorliegen
eines Gestationsdiabetes ist mit erhdhtem oxidativen Stress verbunden (Coughlan et al.,
2004). Aus einem gestorten Gleichgewicht zwischen reaktiven Sauerstoffspezies und
Antioxidantien ergibt sich oxidativer Stress (West, 2000). Dieser wird in der Plazenta tber
verschiedene Mechanismen vermittelt. Hierzu gehoren eine Aktivierung von Proteinkinase C-
Isoformen, vermehrte Aktivierung des Hexosmamin- und Polyol-Stoffwechselweges, sowie
eine vermehrte Bildung des Advanced Glycation End Product (AGE). Eine Aktivierung des
Polyol-Stoffwechsels hat tber Bildung von Sorbitol aus Glukose eine Reduktion der
Antioxidantien NADPH und Glutathion zur Folge (Rolo & Palmeira, 2006). Eine
Hyperglyké&mie fihrt in der mitochondrialen Atmungskette zur vermehrten Bildung reaktiver
Sauerstoffspezies und oxidierter Proteine (Palmeira et al., 2007), welche eine wesentliche
Bedeutung flr den klinischen Verlauf und Komplikationen des Diabetes mellitus haben. In
einer Studie von Lappas et al. wurde Plazentagewebe gesunder und an Gestationsdiabetes
erkrankter Frauen mit Hypoxanthin/Xanthin-Oxidase (HX/XO), einem Bildner freier
Radikale, versetzt und die Expression antiinflammatorischer Zytokine und Antioxidantien
untersucht. Es zeigte sich eine signifikant erhhte Genexpression der Antioxidantien Catalase
und Glutathion-Reduktase im Plazentagewebe der an Gestationsdiabetes erkrankten Frauen
im Vergleich zu gesunden Frauen. AuRerdem konnte nachgewiesen werden, dass in der

Plazenta gesunder Frauen 13 der 16 untersuchten inflammatorischen Zytokine vermehrt
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freigesetzt wurden, im Vergleich zu nur 3 Zytokinen in der erkrankten Plazenta. Dies
unterstitzt die Vermutung, dass die Plazenta erkrankter Frauen eine geringere
Reaktionsfahigkeit auf endogenen oxidativen Stress besitzt als die gesunder Frauen (Lappas et
al., 2010). Oxidativer Stress kann zur Induktion von Apoptose oder Zellnekrose fiihren. Den
Zusammenhang zwischen einer durch Hyperglykdamie bedingten vermehrten Produktion freier
reaktiver Sauerstoffspezies in den Mitochondrien und Apoptose bewiesen Piconi et al. Sie
wiesen eine vermehrte Expression der Apoptosemarker Bcl-2 und Caspase-3 sowie erhohte
Konzentrationen von Nitrotyrosin und 8-Hydroxydesoxyguanosin (80HdG) als Biomarker fir
oxidativen Stress nach (Piconi et al., 2006). An Mesangiumzellen, welche entweder in 5 mM
oder 25 mM D-Glukosemedium kultiviert worden sind, zeigte sich unter den Einfluss hoher
Glukosekonzentrationen eine um das 2,7-fach erhohte Aktivitat der Caspase-3 sowie
erniedrigte Aktivierung des antiapoptotischen Transkriptionsfaktors NF-kB. AufBerdem
konnte nachgewiesen werden, dass glukosebedingte Apoptose tber TGF- 1 vermittelt wird
(Khera et al., 2006). Dass Hyperglykamie eine Apoptose induzieren kann, konnten auch Pal et
al. an GnRH- produzierenden GT-1-1 Neuronen nachweisen. Nach 72 stiindiger Kultivierung
der Zellen entweder in DMEM high-glucose oder DMEM low-glucose Medium zeigten die
der hoheren Glukosekonzentration ausgesetzten Zellen eine um 13 % hohere Apoptoserate
(Pal et al., 2007). Die Plazenta verfiigt jedoch auch uber antioxidative Systeme, wie z.B.
Katalase, Glutathion, Glutathion-Peroxidase, Thioredoxin, und andere (Myatt & Cui, 2004).
Patientinnen mit Gestationsdiabetes zeigen eine hohere Serumkonzentration der
Antioxidantien Katalase, Superoxiddismutase und Glutathionperoxidase (Lépez-Tinoco et al.,
2013). An den Trophoblastzellen &hnlichen humanen Chorionkarzinomzellen, den BeWo, Jar
und Jeg-3-Zellen, konnte gezeigt werden, dass oxidativer Stress eine erhohte
Thioredoxinproduktion zur Folge hat. Wahrend intrazelludres Thioredoxin reaktive

Sauerstoffspezies reduziert, moduliert extrazelluldres Thioredoxin die zytokinvermittelte
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Zellbindung (Di Trapani et al., 1998). Dies gibt Hinweise darauf, dass maoglicherweise

Adaptationsmechanismen der Zellen vorliegen.

Andere Studien treffen gegensatzliche Aussagen. Eine zytotoxische Wirkung der
Hyperglykdmie konnte wvon Hinck et al. widerlegt werden. Sie zeigten an
Chorionkarzinomzellen von Ratten, dass keine Zunahme der Apoptoserate unter
hyperglykamen Kulturbedingungen vorliegt. Es wird jedoch ein Einfluss auf die
Trophoblastzelldifferenzierung  vermutet. Die fir die Differenzierung wichtige
Endoredublikation, also die DNA-Replikation ohne nachfolgende Zellteilung, war unter
Einfluss der Hyperglykamie erhoht, bei gleichzeitig reduziertem Zellwachstum scheint eine
Hyperglykédmie den Zellzyklus jedoch negativ zu beeinflussen. AuRerdem konnte unter
hyperglykamen im Gegensatz zu normoglykdmen Bedingungen keine Zunahme der
Progesteronkonzentration verzeichnet werden (Hinck et al., 2003). Auch in Untersuchungen
an humanen Chorionkarzinomzellen konnte die zytotoxische Wirkung der Hyperglykdamie
nicht bestatigt werden. Es gelang jedoch auch hier der Nachweis, dass eine Hyperglykédmie zu
einem Zellzyklusarrest fihrt (Weiss et al., 2001). Da Karzinomzellen als VVoraussetzung fur
ein malignes Wachstum jedoch eine gewisse Apoptoseresistenz besitzen, ist fraglich in wie

weit die oben genannten Ergebnisse Riickschliisse auf humane Trophoblastzellen zulassen.

Das Antidiabetikum Metformin besitzt neben einem blutzuckersenkenden auch antioxidative
Effekte. Hou et al. konnten zeigen, dass Metformin sowohl intrazelluldre reaktive
Sauerstoffspezies reduzieren, als auch die Expression von Thioredoxin erhdhen kann.
Endotheliale Zellen wurden mit Palmitinsdure, einem Bildner von Antioxidantien, versetzt,
und der intrazelluldre Gehalt an Antioxidantien bestimmt. In den zuséatzlich mit 100- 500 uM
Metformin inkubierten Zellen wurde eine dosisabhéngige Reduktion der intrazelluléren
Antioxidantien im Vergleich zu nicht mit Metformin versetzen Zellen gemessen. Die

ebenfalls unter dem Einfluss von Metformin dosisabhangig erhéhte Thioredoxin-Expression

95



Diskussion

wird dabei durch Phosphorylisation der AMP-activated Protein Kinase (AMPK) vermittelt
(Hou et al., 2010). An Mé&usen konnte gezeigt werden, dass eine, z.B. durch Hyperglykamie
bedingte, vermehrte Stimulation der AMPK uber verminderte Expression des Pax3-Gens
Neuralrohrdefekte verursachen kann (Fine et al., 1999). Obwohl Metformin bei schwangeren
Mausen eine Stimulation der AMPK in der Leber bewirkte, konnte dieser Effekt in den
Mausembryonen nicht nachgewiesen werden. Aullerdem ging die Metforminexposition mit
keiner erhohten Rate an Neuralrohrdefekten einher. Dies ist moglicherweise auf einen
embryonalen Mangel an Metformin-Transportern zuriickzufihren (Lee & Wei, 2014). Es gibt
jedoch auch Hinweise, dass Metformin AMPK-unabhé&ngig eine Reduktion endogener
reaktiver Sauerstoffspezies bewirkt. Es hemmt sowohl Komplex I als auch Komplex 111 der
Atmungskette und reduziert die Anzahl von DNA-Doppelstrangbrichen (Algire et al., 2012)
Ouslimani et al. zeigten ebenfalls an Endothelzellen eine Reduktion intrazelluldrer reaktiver
Sauerstoffspezies unter dem Einfluss von Metformin und postulierten, dass diese durch eine
Reduktion der NAD(P)H Oxidase oder Aktivitdit der mitochondrialen Atmungskette

verursacht wird (Ouslimani et al., 2005).

Zyto- und genotoxische Effekte wurden fur Rosiglitazon, Pioglitazon und Troglitazon
nachgewiesen. Die Genotoxizitat der Thiazolidindione ist dabei auf eine erhéhte Bildung
reaktiver Sauerstoffspezies zuriickzufiihren (Bedir et al., 2006), (Bedir et al., 2008). Oz Gul et
al. untersuchten den zytotoxischen Effekt einer 6-monatigen Therapie von an Diabetes
mellitus Typ Il erkrankten Patienten mit Rosiglitazon (4 mg/d) oder Pioglitazon (30 mg/d)
anhand peripherer Lymphozyten. Es zeigten sich sowohl der mitotische Index (MI) als auch
der Replikationsindex (RI) und der Kernteilungsindex (nuclear division index, NDI) in den
untersuchten Lymphozyten signifikant erniedrigt im Vergleich zu einer didtetischen Therapie.
Des Weiteren wurden signifikant erhdhte genotoxische Effekte, gemessen an der Anzahl von

Schwester-Chromatid-Austausch  (SCE, sister chromatid exchange), chromosomalen
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Aberrationen (TCA, total chromosome aberrations) und Micronucleus-Bildung (MN) im
Vergleich zur didtetischen Therapie ermittelt. Es bestand dabei kein signifikanter Unterschied
zwischen Pioglitazon und Rosiglitazon (Oz Gul et al., 2013). Der direkte zytotoxische Effekt
von Troglitazon und seines Metaboliten Troglitazonbisulfat auf humane Hepatozyten scheint
durch oxidativen Stress bedingt zu sein und induziert Apotpose (Saha et al., 2010). Rachek et
al. berichteten, dass Troglitazon die mitochondriale DNA schadigt, die Zellviabilitat durch
Bildung reaktiver Sauerstoffspezies herabsetzt, die ATP-Konzentration reduziert und die
Apoptose induziert. Diese Effekte sind unabh&ngig von PPAR-y, also nicht rezeptorvermittelt,

und konnten fir Rosiglitazon nicht nachgewiesen werden (Rachek et al., 2009).

Die in dieser Studie verwendeten Konzentrationen des Metformin sind mit 125 mg/ml — 750
mg/ml deutlich hoher als die unter der Einnahme der taglichen therapeutischen Dosen von
500mg- 3000mg Metformin ermittelte Serumkonzentration. Diese betragt zwischen 0,0005
mg/ml (0,5 mg/l) und 0,002 mg/ml (2 mg/l) (Scheen, 1996). Die verwendeten Dosen des
Thiazolidindion liegen mit 2,5 mg/ml — 15 mg/ml ebenfalls deutlich tber den zu erwartenden
Serumkonzentrationen bei Einnahme der empfohlenen Tagesdosis. Die Serumkonzentration
von Troglitazon betrdgt beispielsweise 0,0003 -0,0005 mg/ml (0,3 — 0,5 pg/ml) (Saha et al.,
2010). Fur Rosiglitazon liegt die Serumkonzentration bei einer taglichen Dosis von 4 mg bei
110,3 +/- 47,9 ng/ml (Chan et al., 2005). Nach Einnahme von 30mg Pioglitazon betrégt die
Serumkonzentration bei ca. 0,001 mg/ml (1,01 — 1,05 pg/ml) (Wong et al. 2004). Da sich
lichtmikroskopisch kein Hinweis auf eine Zytotoxizitat beider Medikamente in den
untersuchten, hohen Konzentrationen ergab, ist dies auch unter dem Einfluss der oben
beschriebenen, deutlich geringeren Serumkonzentrationen nicht zu erwarten. Die Bestétigung
dieser Vermutung bedarf jedoch einer Wiederholung der lichmikroskopischen Dokumentation
und der Zytotoxizitatstests mit den Serumkonzentrationen ahnlichen

Medikamentenverdunnungen.

97



Diskussion

Rosiglitazon und Troglitazon sind auf dem deutschen Markt nicht mehr erhaltlich.
Rosiglitazon ist 2010 aufgrund eines erhohten Risikos kardiovaskularer Erkrankungen die
Zulassung entzogen worden, Troglitazon ist aufgrund hepatotoxischer Nebenwirkungen 2000
vom Markt genommen worden. Beim Pioglitazon ist die zul&ssige Anwendungsdauer
aufgrund eines erhohten Risikos fur Blasenkarzinome auf zwei Jahre beschrankt (Azoulay et

al., 2012).

In Tierstudien ist bisher kein teratogener Effekt des Metformin nachgewiesen worden. Denno
und Sadler exponierten Mausembryonen gegeniber Metformin in therapeutischen
Konzentrationen. Nach 48-stlindiger Exposition konnten weder Malformationen noch eine
Wachstumsretardierung nachgewiesen werden. 10% der Embryonen wiesen zwar eine
Verzogerung des Neuralrohrverschlusses auf, diese resultierte jedoch nicht in einem
Neuralrohrdefekt (Denno et al., 1994). Klinische Studien wurden bisher v.a. an schwangeren
Frauen mit polyzystischem Ovarialsyndrom durchgefuhrt. Bolton et al. untersuchten 66
Schwangerschaften unter Metformintherapie im ersten Trimester und konnten keinen
signifikanten Unterschied bezuglich Geburtsgewicht, Anzahl an Malformationen, Aufnahme
auf eine neonatologische Intensivstation und neonataler Hypoglykamie im Vergleich zur
Kontrollgruppe nachweisen (Bolton et al., 2009). Rosiglitazon passiert die Plazentaschranke,
insbesondere bei Applikation nach der 10. Schwangerschaftswoche (Chan et al., 2005). In
Tierversuchen an Ratten konnten Bedir et al. eine dosisabhéngige Zunahme der DNA-
Schéden in Lymphozyten und Hepatozyten unter Therapie sowohl mit Rosiglitazon, als auch
mit Pioglitazon nachweisen, so dass ein teratogener Effekt der Thiazolidindione nicht
ausgeschlossen werden kann (Bedir et al., 2006), (Bedir et al., 2008). Ihr Einsatz wahrend der

Schwangerschaft ist daher kontraindiziert.
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7.2 Der Einfluss von Metformin und Thiazolidindion auf die Glukosekonzentration im

Zellkulturmedium

Humane Trophoblastzellen nutzen Glukose fur die Energiegewinnung und Aufrechterhaltung
intrazellularer Stoffwechselprozesse. In dieser Arbeit wurde der Einfluss von Metformin und
Thiazolidindion auf die Glukosekonzentration im Zellkulturmedium untersucht. Die ermittelte
Glukosekonzentration sollte dabei einen Rickschluss auf die Zellvitalitdit und den
Glukosemetabolismus zulassen. Hierfur wurden die Glukosekonzentrationen im Serum 0 h,
24 h, 48 h und 72 h nach Zugabe der verschiedenen Konzentrationen der Metformin- und
Thiazolidindionlésungen im Vergleich zur Negativkontrolle untersucht. Nach 72 Stunden
Beobachtungszeit zeigte sich eine signifikante Abnahme der Glukosekonzentration nur fur die
mit den Metforminkonzentrationen 250 mg/ml und 125 mg/ml versetzten Trophoblastzellen.
Bei den mit den verschiedenen Konzentrationen einer Thiazolidindionlésung versetzten
Zellkulturen ergab sich hingegen eine signifikante Zunahme der Glukosekonzentration nach
72 Stunden unter der Verdinnung 5 mg/ml gegeniiber der Negativkontrolle. Des Weiteren
zeigte sich in allen Zellkulturen, wie schon fiir Metformin beobachtet, eine deutliche

Zunahme der Glukosekonzentration im Vergleich zum Ausgangswert bei 0 Stunden.

Metformin wird (ber organische Kationentransporter (OCT) uber die Zellmembran
transportiert. Wahrend OCT 1 und 2 vor allem in Hepatozyten und renalen Tubuli zu finden
sind, wird OCT 3 neben Myozyten auch in Nervenzellen und in der Plazenta exprimiert (Chen
et al., 2011). Es bewirkt unter anderem die Translokation von Glukosetransportern in die
Zellmembran sowie eine gesteigerte Aktivitdt dieser Transporter. Der Wirkmechanismus
liegt in einer Aktiverung des y-Subtyps des Transkriptionsfaktors PPAR begriindet. Dies fuhrt
uber mehrere intrazelluldre Prozesse und Interaktion mit der DNA unter anderem ebenfalls zu
einer vermehrten Expression und Translokation von Glukosetransportern und damit
intrazellularer Glukoseaufnahme (Mutschler et al., 2008). Dementsprechend ist durch

Exposition der Zellen gegeniiber beiden Medikamenten mit einem Abfall der
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Glukosekonzentration im Zellkulturmedium ber den Beobachtungszeitraum von 72 Stunden
zu rechnen gewesen. Stattdessen zeigt sich ein deutlicher Anstieg der Glukosekonzentration
im Vergleich zum Ausgangswert bei 0 Stunden. Zum einen ist hier, wie auch beim LDH-
Zytotoxizitatstest, eine Interferenz der im Medium befindlichen verwendeten Medikamente
mit der Messmethode des Glukosemessgerates nicht auszuschlieRen. Hiergegen spricht jedoch
die auch in der Negativkontrolle ansteigende Glukosekonzentration ber 72 Stunden. Zum
anderen konnte das Ergebnis darin begrindet sein, dass Uber den Beobachtungszeitraum der
prozentuale Anteil nicht vitaler Zellen zunimmt und aus diesen im Rahmen der Apoptose
neben anderen intrazelluldren Bestandteilen auch Glukose freigesetzt wird. Zusammenfassend
scheinen die verwendeten = Medikamentenkonzentrationen im  Vergleich  zum
Zellkulturmedium ohne Zugabe eines Medikamentes keinen wesentlichen Einfluss auf den
Glukosemetabolismus der Zellen im Medium zu haben. Dies kann auch darin begriindet sein,
dass beide Medikamente neben einer direkten Wirkung auf die Zellen vor allem auch uber
indirekte Mechanismen ihre antidiabetogene Wirkung entfalten. Die Wirkung beider beruht
auch auf einer Senkung der hepatischen Glukoseproduktion durch Hemmung der
Glukoneogenese und Glykogenolyse, Erh6hung der Glykolyse und Hemmung der

Lipidsynthese (Mutschler et al., 2008), (Schoonjans et al., 1997).

7.3 Der Einfluss von Metformin und Thiazolidindion auf die Hormonexpression

Neben verschiedenen Antigenen und Rezeptoren kommt vor allem den Hormonen eine
bedeutende Rolle sowohl fiir den physiologischen Ablauf einer Schwangerschaft, als auch fiir
Schwangerschaftskomplikationen, z.B. Aborten oder Fehlbildungen, zu (Weyerstahl &
Stauber, 2007). Sowohl der Fetus, als auch die Plazenta produzieren Hormone, welche fiir die
Aufrechterhaltung der Schwangerschaft essentiell sind und deren Konzentration sich im
Verlauf der Schwangerschaft verdndern. Zu den plazentaren Steroidhormonen zdhlt das 17f3-

Estradiol, welches bis zur 6. SSW im Corpus luteum, nachfolgend in der Plazenta produziert
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wird (Tulchinsky & Hobel, 1973). Dessen Konzentration steigt von 0,1 ng/ml in der
Lutealphase des Menstruationsszyklus bis auf bis zu 30ng/ml im 3. Trimenon (Lindberg et al.,
1974). Es wird initial in der Plazenta synthetisiert, und dann, mit einsetzender Funktion der
fetalen Nebenierenrinde, zunehmend durch den Feten produziert (Tulchinsky & Hobel, 1973).
Die hochste Konzentration im maternalen Serum wird zwischen der 35. und 40. SSW erreicht.
Ausgangsmolekil fir die Estrogensynthese ist dabei maternales und fetales DHEAS
(Dihydroepiandrostenediene Sulfat) (Strauss, 1991), (Siiteri & MacDonald, 1966). Ein
Cytochrom P450-Enzym ist entscheidend an der Konversion der Hormonvorstufen zum
Ostrogen beteiligt (Simpson et al., 1994). Neben einer (iber Vasodilatation vermittelten
Zunahme des uterinen Blutflusses kommt dem Ostrogen auch eine Bedeutung bei der
Entwicklung der fetalen Nebennieren sowie der maternalen Milchdrisen zu (Resnik et al.,
1974), (Henson et al., 1991). Auch Progesteron wird initial im Corpus luteum gebildet, dann
ab der 10. SSW jedoch ausschlieBlich von der Plazenta produziert. Dieser Ubergang wird als
luteoplazentarer Shift bezeichnet (Tulchinsky & Hobel, 1973), (Tulchinsky et al., 1972). Als
Ausgangsmolekul der Progesteron-Biosynthese dient dabei maternales LDL-Cholesterol (Carr
et al., 1982). Die Plasmakonzentration steigt wéhrend der Schwangerschaft von 1 ng/ml auf
bis zu 300 ng/ml an (Tulchinsky & Hobel, 1973). Dem Progesteron kommt dabei eine
wichtige Rolle bei der Implantation der befruchteten Eizelle, aber auch bei der Hemmung der
T-Lymphozyten vermittelten Abstollungsreaktion sowie der Kontraktion der glatten
Muskulatur des Uterus zu (Siiteri et al., 1977), (Moriyama & Sugawa 1972). Des Weiteren
dient es als Substrat fir die fetale Cortisol- und Aldosteronsynthese (Partsch et al., 1991).
Neben dem Progesteron wird in der Plazenta aulerdem 17a-Hydroxyprogesteron
synthetisiert, welches erst ab der 32. SSW im Serum ansteigt und mit dem fetalen

Reifungsprozess korreliert (Tulchinsky & Simmer, 1972).
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In dieser Arbeit wurde der Einfluss von Metformin auf die Expression von Ostrogen und
Progesteron im Zellkulturmedium untersucht. Nach einem Beobachtungszeitraum von 72
Stunden ergab sich eine signifikante Reduktion der Konzentration des Ostrogens im
Zellkuturmedium unter dem Einfluss von Metforminverdinnungen von 250 mg/ml und 750
mg/ml, wahrend sich in der Kontrolle der zu erwartende Anstieg der Ostrogenkonzentration
uber den Beobachtunsgzeitraum zeigte. Es konnte hingegen kein statistisch signifikanter
Einfluss der verschiedenen Metforminverdiinnungen auf die Progesteronkonzentration in den
Zellkulturmedien nachgewiesen werden. Bei den mit den Thiazolidindionverdiinnungen
versetzten Zellulturen ergab sich kein signifikanter Effekt auf die Ostrogenkonzentration im
Vergleich zur Kontrolle. Es kam jedoch eine statistisch signifikante Zunahme der
Progesteronkonzentration in den mit 5 mg/ml und 7,5 mg/ml versetzten Zellkulturen zur
Darstellung. Dies lasst sich jedoch in den hoéher konzentrierten Verdiinnungen der
Thiazolidindione nicht mehr nachweisen, so dass eine Interferenz des Medikamentes mit der
Messmethode oder eine direkte zytotoxische Wirkung nicht auszuschliel3en ist. Des Weiteren
ist aufgrund der kleinen Datenmenge, wie bereits diskutiert, keine sichere Aussage zur
Signifikanz zu treffen und eine Wiederholung der Versuche mit groReren Datenmengen nétig.
Vergleichbare Untersuchungen zum Einfluss von Metformin und Thiazolidindion auf die

Hormonproduktion humaner Trophoblastzellen liegen derzeit nicht vor.

Studien konnten jedoch zeigen, dass eine verminderte Ostrogenkonzentration in der
Schwangerschaft mit einem erhéhten Risiko fiir Aborte korreliert. Nelson et al. wiesen nach,
dass bei Patientinnen mit einem Abort bis zur 22. SSW signifikant niedrigere
Serumkonzentrationen an Estradiol und Progesteron vorlagen, wo bei v.a. die
Progesteronkonzentration mit einem spontanen Abort korrelierte (Nelson et al., 2002). Des
Weiteren lieBen sich in Plazenten von spontanen Aborten eine signifikant geringere

Expression von Progesteron-Rezeptor A nachweisen, im Vergleich zu denen von elektiven
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Aborten der gleichen SSW (Papamitsou et al. 2011). Auch Frihgeburtlichkeit scheint mit
einem erniedrigten Progesteron-Serumspiegel zu korrelieren. Im Vergleich zu einer gesunden
Schwangerschaft lielen sich bei Schwangerschaften mit einer drohenden Friihgeburt
niedrigere Progesteronkonzentrationen sowie eine erhohte Estrogen/Progesteron-Ratio im
Serum der Schwangeren nachweisen (Csapo et al., 1974). Dies legt nahe, dass falls eine
Therapie mit den in dieser Arbeit untersuchten oralen Antidiabetika einen Einfluss auf die
Hormonproduktion der Trophoblastzellen nimmt, damit das Risiko eines Abortes oder einer
Frihgeburt erhoht sein kann. Da klinische Studien an Schwangeren fehlen, ist bisher jedoch
unklar, ob sich der Einfluss der oralen Antidiabetika auch im klinischen Einsatz bestétigt. Des
Weiteren liegen die in dieser Arbeit verwendeten Medikamentenkonzentrationen deutlich
uber denen der unter oraler Therapie mit der empfohlenen Tagesdosis bestehenden
Serumkonzentrationen, so dass keine Aussage Uber den Einfluss der zu erwartenden
Serumkonzentrationen auf die Hormonproduktion der Trophoblastzellen zu treffen ist. Einem
Einsatz oraler Antidiabetika in der Schwangerschaft sollten daher dringend weiterfihrende

Studien Uber deren Einfluss auf die Hormonproduktion vorausgehen.

An schwangeren Pavianen konnte hingegen bereits gezeigt werden, dass eine mittels des
Aromatasehemmers Letrozol herbeigefiihrte Reduktion der Ostrogenkonzentration im
mitterlichen Serum zu keinem signifikanten Unterschied der fetalen biometrischen Daten,
wie z.B. Humeruslange, Kopf- und Bauchumfang, sowie der uterinen und fetalen
Durchblutung im Vergleich zu unbehandelten Tieren fuhrte (Aberdeen et al., 2010). Ob dies

einen Ruckschluss auf humane Schwangerschaften zul&sst, ist nicht sicher.
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7.4 Der Einfluss von Metformin und Thiazolidindion auf die PIGF-Expression

Beim plazentaren Wachstumsfaktor (PIGF) handelt es sich um einen zur VEGF (vascular
endothelial growth factor) Familie gehorigen Wachstumsfaktor, welcher ab der 6.
Schwangerschaftswoche nachweisbar ist und im Verlauf der Schwangerschaft das
hypophysare Wachstumshormon ersetzt (Maglione et al., 1991), (Fuglsang et al., 2003). Er
besitzt eine proangiogenetische Wirkung, welche er wie alle anderen VEGF Uber Aktivierung
von Tyrosinkinase-Rezeptoren entfaltet, wobei er ausschlielich an den VEGFR-1 bindet
(Park et al., 1994). PIGF wird wéhrend der gesamten Schwangerschaft in den villésen
Trophoblastzellen und Synzytiotrophoblastzellen der Plazenta gebildet und beeinflusst sowohl
das Wachstum als auch die Trophoblastzelldifferenzierung und deren Invasion in die
maternale Dezidua und hat damit eine wesentliche Bedeutung fir die Entwicklung und
Funktion der Plazenta (Maglione et al., 1993), (Vuorela et al., 1997). In vitro ist fir PIGF
eine Wirkung als antiapoptotischer Faktor fur Trophoblastzellen nachgewiesen worden (Desali
et al., 1999). Des Weiteren wird PIGF auch in anderen Organen wie Lunge, Herz, Fettgewebe
und Muskelzellen produziert (Persico et al., 1999), (Voros et al., 2005). Koh et al. zeigten
anhand von Ratten, bei denen durch Injektion von Streptozotocin ein Diabetes mellitus
induziert wurde und deren Plazenten und Feten an Tag 20 einer Schwangerschaft untersucht
worden sind, dass eine durch den Diabetes verursachte Hyperglykdamie mit einer Reduktion
der Expression von PIGF- mRNA und damit Reduktion des PIGF-Proteins einhergeht (Koh et
al., 2007). Da PIGF eine wesentliche Bedeutung fir eine normale Funktion der Plazenta
besitzt, konnte dessen Mangel bei Vorliegen eines Gestationsdiabetes die Plazentafunktion
negativ beeinflussen. Andere Studien hingegen haben diese Erkenntnis widerlegt. Dies ist v.a.
darauf zurtickzufiihren, dass Streptozotocin eine sehr ausgepragte Hyperglykdmie bedingt,
welche in intrauteriner Wachstumsretardierung resultiert und toxisch auf B-Zellen des
Pankreas wirkt. So konnte Cisse et al. im Versuch mit Ratten keine veranderte Genexpression

von VEGF und PIGF unter milden hyperglykdmen Bedingungen im Vergleich zu
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normoglykdmen Schwangerschaften nachweisen (Cisse et al., 2013). An Versuchen mit
mikrovaskuléren Endothelzellen wurde nach Exposition gegenuber VEGF und Glukose ein
Anstieg der PIGF-Expression nachgewiesen, welcher tber den MAPK- und Protein Kinase- C
- Signalweg vermittelt wird. Dies l&sst vermuten, dass eine Hyperglykdmie VEGF- und
VEGFR-2 vermittelt eine vermehrte PIGF-Expression bedingt (Zhao et al., 2004). Auch
Mclintyre et al. postulieren eine positive Korrelation einer erhohten postprandialen
Serumglukose und PIGF, sowohl in freier als auch gebundener Form (Mclintyre et al., 2000).
Cawyer et al. bestdtigten hingegen die von Koh et al. postulierte Abnahme der PIGF-
Expression unter hyperglykamen Bedingungen. Sie inkubierten humane Trophoblastzellen fir
48 Stunden in unterschiedlich konzentrierten Glukoseldsungen und wiesen bei
Konzentrationen von mehr als 135 mg/dl Glukose eine signifikante Abnahme der
Konzentration von VEGF und PIGF im Medium nach (Cawyer et al., 2014). Unter In-vivo
Bedingungen konnten Loukovaara et al. hingegen zeigen, dass die PIGF-Konzentration im
Nabelschnurserum von gesunden Schwangeren, Schwangeren mit Typ-I-Diabetes und
Schwangeren mit Gestationsdiabetes ahnlich hoch sind. Es zeigte sich in dieser Arbeit
lediglich ein Trend in Richtung niedrigerer PIGF Konzentrationen im Nabelschnurserum von
diabetischen Schwangerschaften mit Preeklampsie im Vergleich zu denen ohne Preeklampsie.
Die Autoren schlussfolgern, dass eine diabetische Stoffwechsellage keinen Einfluss auf die

PIGF- Produktion besitzt (Loukovaara et al., 2005).

Sowohl VEGF als auch PIGF und deren Rezeptoren VEGFR-1 und VEGFR-2 sind wesentlich
an der plazentaren Angiogenese beteiligt. Unter hyperglykdmen Bedingungen erfolgen
kompensatorische morphologische Verédnderungen der Plazenta in Form einer Zunahme an
Villi und Kkleinen GefaRen (Calderon et al., 2007). Im Vergleich zu gesunden Schwangeren
lassen sich bei Schwangeren mit Diabetes mellitus und Gestationsdiabetes signifikant hthere

Konzentrationen an PIGF und l6slicher Tyrosinkinase 1 im Serum und signifikant hohere
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PIGF- und TK-1-Expression in der Plazenta nachweisen. Diese wiederum Kkorrelieren
signifikant mit einem erhohten Index fir eine Unreife der distalen Villi (El-Tarhouny et al.
2014). Wahrend beim Gestationsdiabetes und Diabetes mellitus in der Schwangerschaft
erhohte Konzentrationen an PIGF und TK 1 nachweisbar sind, ist die 5 % aller Schwangeren
betreffende, haufigste Schwangerschaftskomplikation, die Preeklampsie, mit einer reduzierten
PIGF-Konzentration assoziiert (Levine et al., 2004). Eine reduzierte Konzentration an PIGF
ist wiederum mit dem Vorliegen einer intrauterinen Wachstumsretardierung, der Entwicklung
einer Preeklampsie und schwereren Auspragung der Preeklampsie assoziiert (Shim et al.
2015). Patientinnen mit Diabetes mellitus und Preeklampsie haben eine 15-fach héhere
TK1/PIGF-Ratio zwischen der 27. und 34. Schwangerschaftswoche, und 9-fach hdhere
TK1/PIGF-Ratio in der 35.-40. Woche im Vergleich mit Preeklampsie-Patientinnen ohne
Diabetes mellitus (Cohen et al., 2014). Dies stimmt mit den bereits erwéhnten Ergebnissen
anderer Studien Uberein, die eine Reduktion der PIGF- Konzentration bei Patientinnen mit
Preeklampsie zeigen konnten, wobei diese als Risikofaktor fiir die Entwicklung und nicht als

Folge einer Preeklampsie gewertet wird.

In dieser Arbeit wurde die PIGF-Konzentration im Uberstand der mit den verschiedenen
Konzentrationen einer Metformin- und Thiazolidindionlésung versetzten
Trophoblastzellkulturen bestimmt. Unter dem Zusatz von Metformin wurde dosisunabhangig
eine Hemmung der PIGF-Konzentration nach 72 Stunden nachgewiesen, wahrend in den
Zellkulturen ohne Zugabe eines Medikamentes im Beobachtungszeitraum eine deutliche
Zunahme der PIGF-Konzentration nachweisbar war. Da, wie in der Studie von Cawyer et al.
belegt, eine durch den hohen Glukosegehalt der Zellkulturmediums bedingte Hyperglykamie
eine Reduktion der PIGF-Sekretion zur Folge haben kann, ist ein vom Metformin
unabhdangiger Einfluss der Hyperglykadmie auf die PIGF-Sekretion nicht auszuschlief3en. Die

erhaltene und im Beobachtungszeitraum progrediente PIGF-Sekretion in der Negativkontrolle
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unter identischen Kulturbedingungen bestétigt jedoch, dass die Reduktion der PIGF-Sekretion
auf die Wirkung des Metformin zurtickzufiihren ist. Um zwischen der durch Hyperglykdmie
und durch das Metformin bedingten Hemmung der PIGF-Sekretion zu differenzieren, sind
weitere vergleichende Untersuchungen unter normo- und hyperglykdmen Bedingungen notig.
Auch in den mit verschiedenen Konzentrationen der Thiazolidindionlésung versetzten
Zellkulturen lied sich eine im Vergleich zur Negativkontrolle deutlich reduzierte PIGF-
Konzentration nach 72 Stunden nachweisen. Eine statistische Signifikanz besteht aufgrund
der kleinen Datenmenge nicht und kann nur durch Wiederholung mit gro3eren Datensatzen
ermittelt werden. Die negative Korrelation der Thiazolidindionkonzentrationen mit der
Abnahme der PIGF-Konzentration im Vergleich zur Negativkontrolle ist moglicherweise auf
eine Interferenz der Stoffeigenschaften des Thiazolidindion mit der Messmethode
zurlickzufuhren, wodurch der Test fur die Versuchsreine mit Thiazolidindion keine

Aussagekraft besitzt.

7.5 Orale Antidiabetika in der Therapie des Gestationsdiabetes und Diabetes mellitus in

der Schwangerschaft

Patientinnen mit einem insulinabhangigen Diabetes mellitus und guter Blutzuckerkontrolle
leiden nicht unter einem im Vergleich zu gesunden Frauen erhohten Risiko fir die
Entwicklung von Schwangerschaftskomplikationen. Ein erhohter HbAlc geht hingegen mit
einem erhohten Risiko fur Aborte und kongenitale Malformationen einher (Greene et al.,
1989). Obwohl also besonders wahrend der Schwangerschaft eine normoglykédme
Stoffwechsellage anzustreben ist, ist bisher allein Insulin zur Therapie des Gestationsdiabetes
und Diabetes mellitus in der Schwangerschaft zugelassen. Da die Insulintherapie mit einer
Gewichtszunahme und der Gefahr der Hypoglykémie vergesellschaftet ist, und die mehrmals
tagliche Applikation eine hohe Compliance erfordert, wére eine Therapie mit oralen
Antidiabetika erstrebenswert. In der klinischen Praxis wird bereits in Einzelfallen eine

Metformintherapie durchgefiihrt, zu dieser liegen auch die meisten Daten vor. Der Einsatz
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von Metformin wéhrend der Schwangerschaft erfolgt jedoch zurlickhaltend, da dieses die
Plazentaschranke passiert und somit auch ins fetale Serum gelangt. Die amerikanische Food
an Drug Administration (FDA) ordnet Metformin der Kategorie B zu — reproduktive
Tierversuche haben kein Risiko fiir den Feten ergeben, es fehlen aber hinreichende Studien
beim Menschen. Klinische Erfahrungen zur Metformintherapie bei Schwangeren existieren
bisher v.a. bei Patientinnen mit einem Syndrom der polyzystischen Ovarien (PCO- Syndrom).
Dieser Erkrankung liegt, &hnlich dem Gestationsdiabetes, eine Insulinresistenz zugrunde,
wodurch die Konzentration frei zirkulierenden Insulins durch kompensatorische
Hyperinsulindmie erhoht ist. Dies bewirkt Uber die Freisetzung von IGF-1 und Testosteron
eine Hemmung der Follikelreifung und dadurch Infertilitdt (Dumitrescu et al., 2015). In der
Therapie des PCO-Syndroms bewirkt Metformin (ber eine Verbesserung der
Insulinsensitivitat eine Abnahme der Androgenkonzentration und dadurch verbesserte
Fertilitdt. Metformin wirkt dabei unter anderem uber eine Aktivierung der AMPK (AMP
activated protein kinase), welche Uber eine Hemmung des Pax-3-Gens Neuralrohrdefekte
bewirken kann. Studien an Mé&usen konnten bisher zwar in-vivo keine Zunahme der AMPK-
Aktivitat in Embryonen nachweisen, in vitro gelang dies hingegen (Lee et al., 2014). Glueck
et al. konnten zeigen, dass eine Metformintherapie in diesem Patientenkollektiv mit einer
Reduktion der Anzahl an Spontanaborten einhergeht und zugleich kein signifikanter
Unterschied beziglich kongenitaler Anomalien, Geburtsgewicht und — groRe im Vergleich zu
gesunden Schwangerschaften besteht (Glueck et al., 2002). Des Weiteren konnten unter
Metformintherapie im ersten Trimester weniger neonatale Hypoglykdmien beobachtet werden
und es bestand kein erhohter Bedarf an intensivmedizinischer Betreuung der Neugeborenen
im Vergleich zu Schwangerschaften ohne Metformintherapie (Bolton et al., 2009). Eine grof3e
Metaanalyse konnte nach Auswertung von sechs Studien auferdem fir Patientinnen mit
Gestationsdiabetes zeigen, dass die Therapie des Gestationsdiabetes mit Metformin gegeniber

der Insulintherapie keinen statistisch signifikanten Unterschied in Bezug auf den HbALc in
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der 36./37. Schwangerschaftswoche, Nichternglukosekonzentration, Hypertonus und Rate an
erforderlichen Sectiones aufweist. Mit Metformin therapierte Schwangere zeigten eine
statistisch signifikant geringere Gewichtszunahme im Vergleich zur Insulintherapie.
Beztiglich des neonatalen Outcomes ergab sich unter Metformintherapie kein Unterschied zur
Insulintherapie in Bezug auf das Geburtsgewicht, Geburtstraumata, Geburtsdefekte und
anderer, wie z.B. die Aufnahme auf die Intensivstation, Atemnotsydnrom und Notwendigkeit
der Phototherapie. Einzig die Rate an Friihgeburten war gegenuber der Insulintherapie leicht
erhoht (Su & Wang, 2014). Diese Studien geben bisher jedoch nur Aussagen zu Friihfolgen
einer Metformintherapie in der Schwangerschaft. Die Gonaden des Embryos sind besonders
im ersten Trimester sensitiv gegenuber exogenen Substanzen (Bertoldo et al., 2014). An
humanen und murinen Hoden wurde eine Reduktion der Testosteronsynthese unter dem
Einfluss von Metformin beschrieben. Dabei wurde bisher an Mdusen zwar keine Stérung des
Hodendescensus in utero beschrieben, es fand sich jedoch eine Abnahme der Hodengrole,
Tubuli-Durchmesser und Anzahl der Sertolizellen im Vergleich zur Kontrollgruppe ohne
Exposition gegenuber Metformin (Tartarin et al., 2012). Dies hat mdglicherweise Einfluss auf
die Fertilitdt der Kinder, die in utero einer Metformintherapie ausgesetzt waren, so dass
weitere Untersuchungen zu Langzeitfolgen einer Metformintherapie nétig sind. In mehreren
Studien wurde bereits die kognitive und motorische Entwicklung von Kindern deren Mitter in
der Schwangerschaft mit entweder Insulin oder Metformin therapiert worden sind verglichen.
So fanden Tertti et al. keinen signifikanten Unterschied beziglich kognitiver Entwicklung,
fein- und grobmotorischer Entwicklung und Kommunikation bei Kindern im Alter von 2
Jahren, deren Miitter aufgrund eines Typ-2-Diabetes wahrend der Schwangerschaft Insulin
oder Metformin erhielten (Tertti et al., 2015). Auch ljas et al. konnten zeigen, dass die
motorische, soziale und sprachliche Entwicklung der Kinder von an Gestationsdiabetes
erkrankten Muttern im Alter von 18 Monaten nach Metformin- und Insulintherapie keinen

signifikanten Unterschied aufwiesen (ljas et al., 2015).
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Neben dem Metformin wurden weitere orale Antidiabetika bezuglich ihrer Eignung zur
Therapie des Gestationsdiabetes und Diabetes mellitus in der Schwangerschaft untersucht.
Der Einsatz von Acarbose, einem alpha-Glucosidase-Inhibitor, wird aufgrund der
Notwendigkeit der Kombination mit anderen oralen Antidiabetika zum Erreichen einer
ausreichenden Blutzuckerkontrolle vermieden (Bertini et al., 2005). Der Einsatz von
Sulfonylharnstoffen der ersten Generation wird aufgrund der Gefahr der prolongierten
postnatalen Hypoglykédmie durch fetale Hyperinsulindmie ebenfalls vermieden (Kemball et
al., 1970). Die Sulfonylharnstoffe der zweiten Generation hingegen passieren die
Plazentaschranke nicht (Elliott et al. 1991). Im Vergleich zur Insulintherapie konnten Langer
et al unter Therapie mit Glyburide, einem Sulfonylharnstoff der zweiten Generation, eine
vergleichbare Blutzuckerkontrolle nachweisen. Es bestand kein signifikanter Unterschied in
Bezug auf die Rate an Praeklampsie, Sectiones und neonataler Hypoglykamie zwischen
beiden Therapiegruppen (Langer et al. 2000). Andere Studien wiederum wiesen eine erhohte
Rate an Aufnahmen auf die Neugeborenenintensivstation aufgrund einer Hypoglykadmie und
respiratorischer Komplikationen im Vergleich zur Insulintherapie nach (Cheng et al. 2012),
(Rochon et al., 2006). Nur wenige Studien nahmen bisher einen Vergleich der Therapie mit
Metformin und Glyburid vor, diese zeigten jedoch eine geringere Gewichtszunahme,
geringere Rate an Makrosomie und ein geringeres Geburstsgewicht unter Metformin im
Vergleich zu Glyburid (Silva et al. 2012), (Moore et al., 2010). Sowohl Metformin, als auch
Glyburid scheinen anhand bisher existierender Studien effektiv und sicher fir die Therapie
des Gestationsdiabetes zu sein (Carroll & Kelley, 2014). Beide Medikamente haben jedoch
den Nachteil, dass sie aufgrund unzureichender Blutzuckerkontrolle im Verlauf der
Schwangerschaft um Insulin ergénzt werden missen, dabei das Metformin bis zu 11,5 mal

héaufiger als das Glyburid (Singh & Singh 2015).
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Orale Antidiabetika stellen aufgrund ihrer einfacheren Anwendung, geringerer Kosten und
gegentber Insulin hoheren Akzeptanz durch die Patientinnen eine Alternative zur
Insulintherapie dar, es fehlen jedoch bisher ausreichende klinische Studien, um ihren Einsatz
in den Leitlinien festzuhalten. Wéhrend die aktuelle deutsche S3-Leitlinie zum
Gestationsdiabetes den Einsatz oraler Antidiabetika ausdrucklich nicht empfiehlt
(Kleinwechter et al., 2011), so bewertet das American College of Obstetricians and
Gynecologists (ACOG) die oralen Antidiabetika als gleichwertig zum Insulin einsetzbar
(Committee on Practice Bulletins Obstetrics, 2013). Das National Institute for Health and
Care Excellence (NICE) empfiehlt sogar den Therapiebeginn mit Metformin, welches bei
Verfehlen der Therapieziele um Insulin ergénzt oder durch dieses ersetzt werden sollte
(National Institute for Health and Care Excellence, 2015). Bei Patientinnen mit Diabetes
mellitus Typ 2 sollte eine vor der Schwangerschaft bestehende Therapie mit oralen
Antidiabetika beendet und durch Humaninsulin ersetzt werden, beim Diabetes mellitus Typ |
konnen das langwirksame Insulin Detemir und die kurzwirksamen Insuline Apsart, Lispro

und Glargin weiter verwendet werden (Kleinwechter et al., 2014).

7.6 Ausblick: orales Insulin

Da zur Sicherheit und Wirksamkeit des subcutan oder intravends zu applizierenden Insulins
ausreichend Studien vorliegen und es bereits seit Jahrzehnten klinisch zum Einsatz kommt,
bestehen neuere Bestrebungen darin, ein oral zu verabreichendes Insulin zu entwickeln. Dies
soll die gute Wirksamkeit und Vertréglichkeit des Insulin mit der einfacheren Handhabbarkeit
der oralen Antidiabetika vereinen. Kidron et al. konnten an einer kleinen Studienpopulation
von gesunden Probanden zeigen, dass an ein an das Tragermolekil SNAC gekoppeltes
humanes Insulin nach peroraler Aufnahme im Gastrointestinaltrakt resorbiert wird und zu

einer Senkung der Blutglukosekonzentration fiihrt (Kidron et al. 2004). Die Absorptionsrate
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ist dabei bisher jedoch sehr gering und Wechselwirkungen mit simultan oral verabreichten

Medikamenten nicht auszuschlie3en, so dass weiterfihrende Studien nétig sind.

7.7 Methodenkritik

Fur die vorliegende Arbeit wurden fir jedes der beiden untersuchten Medikamente
Trophoblastzellen aus je drei Plazenten gesunder Schwangerer isoliert. Aufgrund des nicht
dokumentierten Alters (in SSW) der Plazenten und der annehmbaren interindividuellen
Unterschiede der Hormonexpression und Stoffwechselaktivitat sind die daraus angelegten
Zellkulturen und daran durchgefiihrten Untersuchungen nur begrenzt untereinander
vergleichbar. Um den Einfluss der Medikamente in ihren verschiedenen Konzentrationen
besser untereinander vergleichen zu kdnnen, wére es daher von Vorteil gewesen, alle fiir die
Untersuchung ndétigen Zellen aus einer einzigen Plazenta zu gewinnen, was leider technisch
nicht moglich ist. Daher ware es sinnvoll, die gleichen Untersuchungen an deutlich mehr
Plazenten zu wiederholen, um anhand einer groReren Datenmenge den Fehler durch
individuelle Unterschiede in Stoffwechselaktivitdt und Hormonproduktion einzelner
Plazenten so gering wie moglich zu halten. Die kleine Datenmenge schrankt auch die
Aussagekraft des CellTiter-Blue®-Zytotoxizitatstests (n=1) und des LDH-Zytotoxizitétstests
(n=2) ein. Beim LDH-Zytotoxizitatstest handelt es sich zudem um eine photometrische
Messung des von den Zellen freigesetzten LDHSs, eine Messmethode welche stoffabhéngig ist
und somit moglicherweise mit den untersuchten Medikamenten interferiert. Dies ist
insbesondere zu vermuten, da sich nach Zugabe der hoheren Medikamentenkonzentrationen
bereits makroskopisch eine Trubung des Kulturmediums zeigte. Auch bei der ermittelten
Hemmung der PIGF-Sekretion unter dem Einfluss beider Medikamente ist eine Interferenz
mit der Messmethode nicht auszuschlieRen. Bei dem entgegen der Erwartung beobachteten
Anstieg der Glukose wunter dem Einfluss der Thiazolidindione und einiger

Metforminverdiinnungen ist hingegen nicht von einer ungeeigneten Messmethode
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auszugehen, da sich in der Negativkontrolle der erwartete Abfall der Glukosekonzentration
zeigt. Hier handelt es sich mdglicherweise um eine apoptose-bedingt vermehrte
Glukosefreisetzung. Das verwendete Kulturmedium schafft mit einem Glukosegehalt von ca.
25 mmol/l hyperglykame Kulturbedingungen, so dass sowohl die ermittelte Zytotoxizitét als
auch die moglicherweise apoptose-bedingte Zunahme der Glukosekonzentration hierauf
zuruck zu fuhren sind. Daher sind weitere Untersuchungen auch unter normoglykédmen
Kulturbedingungen nétig. Weiterhin ist anzumerken, dass die untersuchten Konzentrationen
beider Medikamente deutlich ber der unter der empfohlenen Tagesdosis zu erwartenden
Serumkonzentration liegen und die Untersuchungsergebnisse daher nur begrenzt

Rickschlisse auf deren Einsatz in der Therapie des Gestationsdiabetes zulassen.

113



Zusammenfassung

8. Zusammenfassung

Der Gestationsdiabetes, definiert als jede erstmals wéhrend einer Schwangerschaft
aufgetretene und diagnostizierte Glukosetoleranzstérung, tritt bei 2-6 % aller Schwangeren
auf. Es handelt sich damit um eine der héufigsten Komplikationen wahrend der
Schwangerschaft. Die dadurch bedingte hyperglykdme Stoffwechsellage geht mit einem
erhdhten maternalen und fetalen Risiko einher. Die leitliniengerechte Therapie des
Gestationsdiabetes ist derzeit eine Humaninsulintherapie. Vereinzelt kommt es jedoch auch
zum Einsatz oraler Antidiabetika, welche nach Studienlage hinsichtlich Erreichen der
Blutglukosezielwerte und Reduktion mutterlicher und fetaler Risiken im Vergleich zum

Insulin gleichwertig sind. Fur eine erhdhte Fehlbildungsrate gibt es derzeit keine Hinweise.

In dieser Arbeit wurden die oralen Antidiabetika Metformin und Thiazolidindion an aus
humanen Plazenten isolierten Trophoblastzellen hinsichtlich ihrer Zytotoxizitat und ihres
Einflusses auf die Produktion der Hormone Ostrogen und Progesteron sowie des plazentaren
Wachstumshormons PIGF untersucht. Dazu erfolgte nach Zugabe von vier verschiedenen
Konzentrationen  einer  Metforminldsung  und  funf  Konzentrationen  einer
Thiazolidindionlésung zu den isolierten Trophoblastzellen im Kulturmedium zu den
Zeitpunkten 0, 24, 48 und 72 Stunden die mikroskopische Beobachtung der isolierten Zellen
sowie die Bestimmung der Zytotoxizitit und der Ostrogen- und Progesteronkonzentration im
Uberstand des Zellkulturmediums. Als Kontrolle dienten Trophoblastzellkulturen ohne

Medikamentenzusatz.

In der mikroskopischen Betrachtung der mit den untersuchten Konzentrationen einer
Metformin- und Thiazolidindionlésung versetzten Zellkulturen zeigte sich nach 72 Stunden
eine im Vergleich zur Kontrolle regelrechte Fusion der Trophoblastzellen zu
Synzytiotrophoblasten. Der LDH-Zytotoxizitatstest ergab fir Thiazolidindion eine unter 2,5
mg/ml, 5 mg/ ml und 15 mg/ml im Vergleich zur Negativkontrolle erhdéhte und scheinbar
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dosisabhangige Zytotoxizitat, fur die Konzentrationen 7,5 mg/ml und 10 mg/ml bestand keine
erhOhte Zytotoxizitat im Vergleich zur Kontrolle. Zur Zytotoxizitat des Metformin liel3 sich
anhand dieses Tests keine sichere Aussage treffen. Da das verwendete Zellkulturmedium mit
einem Glukosegehalt von ca. 25 mmol/l hyperglykdme Bedingungen schafft und Studien
einen mit einer erhéhten Apoptoseinduktion und Stérung der Trophoblastzelldifferenzierung
einhergehenden oxidativen Stress unter Hyperglykdmie nachgewiesen haben, ist unklar,
inwiefern die Ergebnisse dieser Studie einen Rickschluss auf die Zytotoxizitat der
untersuchten Medikamente zulésst. Es sind hierzu Untersuchungen unter normoglyk&men
Bedingungen und mit den Serumkonzentrationen dhnlichen Medikamentenkonzentrationen
notig. Beziiglich des Einflusses auf die Hormonproduktion zeigte sich fiir Metformin nach 72
Stunden Beobachtungszeit eine signifikante Reduktion des Ostrogens im Zellkulturiiberstand
fir die Konzentrationen 250 mg/ml (p= 0,003) und 750 mg/ml (p= 0,001), wahrend die
Progesteronkonzentration nicht signifikant beeinflusst worden ist. In den mit Thiazolidindion
versetzten Zellkulturen war nach 72 Stunden eine signifikante Zunahme der
Progesteronkonzentration unter den Thiazolidindionverdinnungen 5 mg/ml (p= 0,012) und
7,5 mg/ml (p= 0,003) nachweisbar, wahrend kein signifikanter Einfluss auf die
Ostrogenkonzentration bestand. Beide Hormone sind wesentlich fiir die Entstehung und
Aufrechterhaltung einer Schwangerschaft sowie regelrechte fetale Entwicklung, so dass eine
medikamentds bedingte Anderung der Hormonkonzentrationen moglicherweise eine erhéhte
Rate an Aborten, Frithgeburtlichkeit und Missbildungen zur Folge hat. Da klinische Studien
an Schwangeren fehlen, ist bisher jedoch unklar, ob dieser Einfluss der oralen Antidiabetika
auch im Klinischen Einsatz zu finden wére. Dem Einsatz oraler Antidiabetika in der
Schwangerschaft sollten daher dringend weiterflihrende Studien, insbesondere auch mit den
Serumkonzentrationen  &hnlichen Konzentrationen, (ber deren Einfluss auf die
Hormonproduktion vorausgehen. Des Weiteren wurde in allen mit Metformin versetzten

Zellkulturen eine deutliche Reduktion der PIGF-Konzentration im Vergleich zur Zellkultur
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ohne Medikamentenzugabe beobachtet, wahrend sich unter Thiazolidindion ebenfalls eine fir
alle Konzentrationen bestehende und bis zu 25 pg/ml geringere PIGF-Produktion im
Vergleich zur Kontrolle zeigte. PIGF ist wesentlich fir die Entwicklung und Funktion der
Plazenta. Da Studien zeigen konnten, dass eine reduzierte PIGF-Konzentration mit dem
Vorliegen einer intrauterinen Wachstumsretardierung und der Entwicklung einer
Preeklampsie assoziiert ist, sind auch hier weitere Untersuchungen unter Kklinischen
Bedingungen ndétig. Anhand der Ergebnisse dieser Arbeit ist daher derzeit von einem Einsatz

oraler Antidiabetika in der Schwangerschaft abzuraten.
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9. Thesen
1. Die durch den Gestationsdiabetes bedingte hyperglykame Stoffwechsellage wéhrend der
Schwangerschaft fiihrt zu Stérungen der Plazentafunktion und geht mit einem erhéhten

maternalen und fetalen Risiko einher.

2. Die leitliniengerechte Therapie des Gestationsdiabetes und Diabetes mellitus in der
Schwangerschaft basiert derzeit auf dem Einsatz von Humaninsulin, gelegentlich kommen

jedoch auch orale Antidiabetika zum Einsatz.

3. Der Nachweis einer erhéhten Zytotoxizitat der Antidiabetika Metformin und
Thiazolodindion und deren Modifikation der Hormonexpression erfolgt an humanen

Trophoblastzellen.

4. Als Parameter der Plazentafunktion werden die Hormone Ostrogen und Progesteron sowie

der Wachstumsfaktor PIGF gewahlt.

5. Fur diese Arbeit werden Trophoblastzellen aus humanen Plazenten isoliert und mit vier
Konzentrationen einer Metformin- und funf Konzentrationen einer Thiazolidindionlésung

versetzt.

6. In der mikroskopischen Beobachtung zeigt sich nach 72 Stunden sowohl in der Kontrolle
als auch in den mit den Medikamenten versetzten Zellkulturen eine regelrechte Fusion der

Trophoblastzellen zu Synzytiotrophoblasten.

7. Metformin und Thiazolidindion fiihren nach 96 Stunden im LDH- Zytotoxizitatstest zu
einer im Vergleich zur Negativkontrolle erhohten Zelllyse. Dies lasst auf eine zytotoxische
Wirkung beider Medikamente in den untersuchten Konzentrationen schlieRRen, welche jedoch

uber der zu erwartenden Serumkonzentration unter einer Therapie liegen.
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8. Metformin fiihrt zu einer Reduktion der Ostrogenproduktion humaner Trophoblastzellen.
Dies hat negativen Einfluss auf den intrauterinen Blutfluss und die fetale Entwicklung und

geht mit einem erhéhten Risiko fiir Aborte und Frihgeburtlichkeit einher.

9. Thiazolidindion fihrt zu einer vermehrten Progesteronproduktion humaner
Trophoblastzellen. Negative Effekte, wie eine erhdhte Abortrate sind bisher jedoch nur bei
Vorliegen einer verminderten Progesteronkonzentration beobachtet worden, so dass die

Auswirkung dessen auf die Schwangerschaft unklar ist.

10. Metformin und Thiazolidindion bedingen eine Reduktion der PIGF-Produktion humaner
Trophoblastzellen. Dies beeintrachtigt die Entwicklung und Funktion der Plazenta und ist
sowohl mit einem erhdhten Risiko fiir Preeklampsie, als auch mit einer intrauterinen

Wachstumsretardierung vergesellschaftet.

11. Die leitliniengerechte Therapie des Diabetes mellitus in der Schwangerschaft und
Gestationsdiabetes besteht in Deutschland weiterhin in einer Insulintherapie. Klinische
Erfahrungen zum Einsatz von Metformin in der Schwangerschaft existieren beim PCO-
Syndrom, Studien haben bisher eine im Vergleich zum Insulin gleichwertiges Erreichen der
Therapieziele und vergleichbares neonatales Outcome belegt. Metformintherapie in der
Schwangerschaft ist nicht mit einer im Vergleich zur Insulintherapie beeintrachtigten

kognitiven und motorischen Entwicklung der Kinder assoziiert.

12. Die Ergebnisse dieser Arbeit lassen jedoch vermuten, dass eine Metformintherapie in der
Schwangerschaft mit einer Veranderung der plazentaren Hormonexpression einhergeht, deren

Folgen unbekannt sind.
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11. Anhang

1. Losungen, Puffer und Chemikalien zur Trophoblastisolierung

1.1. Loésungen:

0,9 %-ige NaCl-Losung (physiologische Kochsalzlésung, 9,0 g / 1,0 | Aqua dest.)

2,7%-ige NaCl- Losung (27g NaCl/ 1,0 | Aqua dest.)

HBSS (10x) = Hanks gepufferte Salzlésung

Firma: Gibco BRL Life Technologies, Eggenstein, Deutschland
NBCS = Neonatales Kélberserum

Firma: Sigma-Aldrich-Chemie, Deisenhofen, Deutschland

FKS = Fetales Kalberserum

Firma: Sigma-Aldrich-Chemie, Deisenhofen, Deutschland
10%-iges FKS (10g FKS /1,0 | Aqua dest.)

Percoll

Firma: Amersham Biosciences, Uppsala, Schweden

90 %-ige Percoll-Losung in HBSS- Hepes- Puffer

(5,0 ml HBSS (10x) + 25 mM Hepes (0,2979 g) + 45,0 ml Percoll)
70%-ige Percoll- Losung in HBSS- Hepes- Puffer

(3,5 ml 90%- ige Percoll- Losung + 1,0 ml HBSS- Hepes-Puffer)
60%-ige Percoll- Losung in HBSS- Hepes-Puffer

(3,0 ml 90%- ige Percoll- Losung + 1,5 ml HBSS- Hepes-Puffer)
50%-ige Percoll- Losung in HBSS- Hepes-Puffer

(2,5 ml 90%- ige Percoll- Losung + 2,0 ml HBSS- Hepes-Puffer)
40%-ige Percoll- Lésung in HBSS- Hepes-Puffer

(2,0 ml 90%- ige Percoll- Losung + 2,5 ml HBSS- Hepes-Puffer)

30%-ige Percoll- Lésung in HBSS- Hepes-Puffer
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(1,5 ml 90%- ige Percoll- Losung + 3,0 ml HBSS- Hepes-Puffer)
20%-ige Percoll- Losung in HBSS- Hepes-Puffer

(1,0 ml 90%- ige Percoll- Losung + 3,5 ml HBSS- Hepes-Puffer)

1.2. Puffer:

PBS (phoshatgepufferte NaCl-Ldsung), 10 mM, pH =7,4

(8,0 g NaCl+ 2,9 g Na;HPO,4 x 2 H,0O + 0,2 g NaH,PO4 + 0,2 g KCI / 1,0 | Aqua
dest.)

HBSS-Hepes-Puffer (1x), pH=7,4

(50 ml HBSS (10x) +0, 2979 g Hepes (25 mM) + 450 ml Aqua dest.)
DMEM-Hepes-Puffer = Dulbeccos modifiziertes Eagle-Medium, pH = 7,4

Firma: Biochrom KG, Berlin, Deutschland,

(13,4 g DMEM + 2,6 g Hepes + 3,0 g NaHCO,)

1.3. Chemikalien:

Trypsin (8,750 units / mg)

Firma: Sigma-Aldrich-Chemie, Deisenhofen, Deutschland

DNAse | (42 Mm)

Firma: Sigma-Aldrich-Chemie, Deisenhofen, Deutschland

Hepes = [N-(2-Hydroxyethyl) piperazine-N-(2-ethanesulfonic acid)], (MG 238,3)
Firma: Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Eindeckmedium fiir die Fluoreszenzmikroskopie

30 g Glycerin + 12 g Polyvinylalkohol (-30 000 molekular) + 30 ml Aqua dest. + 0,5 g
Phenol, [Substanzen mischen; fir 12 h bei 40-45°C stehen lassen; danach + 60 ml

Tris, (0,1 M, pH = 8,5); unbegrenzt haltbar bei 4°C]
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Trypanblau (0,4 %-ig)

Firma: Sigma-Aldrich-Chemie, Deisenhofen, Deutschland
DMSO zum Ldsen der Medikamente

Firma: Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
H,SO4

Firma: Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
4%- iges Formaldehyd

Firma: Sigma-Aldrich-Chemie, Deisenhofen, Deutschland
0,3%- iges H,0,

Firma. Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
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Anhang 2: Einfluss von Metformin auf die Glukosekonzentration

2. Der Einfluss von Metformin auf die Glukosekonzentration im Uberstand —

Einzeldarstellung der drei Versuchsansatze

Glukosekonzentration unter Metformin
(1. Ansatz)

25

24 —o—Kontrolle
= (Medium+Zellen)
é 23 - =-750 mg/ml Metformin
=22
3 500 mg/ml Metformin
5 21
) \ .

20 - =250 mg/ml Metformin

19 ' ' ' ' =#=125 mg/ml Metformin

0 24 48 72
Zeit [h]

Abbildung 1: Glukosekonzentration im Uberstand im ersten Versuchsansatz

Glukosekonzentration unter Metformin
(2. Ansatz)

=o— Kontrolle
(Medium+Zellen)

=i-750 mg/ml Metformin

500 mg/ml Metformin

Glukose [mmol/l]

=>«=250 mg/ml Metformin

22 T T T 1

=#=125 mg/ml Metformin

Zeit [h]

Abbildung 2: Glukosekonzentration im Uberstand im zweiten Versuchsansatz
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Glukosekonzentration unter Metformin

(3. Ansatz)
28 / —e—Kontrolle
S 57 (Medium+Zellen)
£ yb —=-750 mg/ml Metformin
E 26 74
@ 1 .
S 5. 500 mg/ml Metformin
>
o :
24 \/ K 250 mg/ml Metformin
23

' ' ' L =e=12 | Metformi
0 o4 48 29 5 mg/ml Metformin

Zeit [h]

Abbildung 3: Glukosekonzentration im Uberstand im dritten Versuchsansatz

139



Anhang 3: Einfluss von Metformin auf die Ostrogenkonzentration

3. Der Einfluss von Metformin auf die Ostrogenkonzentration im Uberstand -
Einzeldarstellung der drei Versuchsansatze

Ostrogenkonzentration unter Metformin (1.

Ansatz)

800

700 —o—Kontrolle
E 600 (Medium+Zellen) .
sy =-750 mg/ml Metformin
=500
c
S 400 500 mg/ml Metformin
_g 300

200 =250 mg/ml Metformin

100 ' ' ' ' =#=125 mg/ml Metformin

0 24 48 72
Zeit [h]

Abbildung 1: Ostrogenkonzentration im Uberstand im ersten Versuchsansatz

Ostrogenkonzentration unter Metformin
(2. Ansatz)
700
E
5500 —e—Kontrolle
= 400 (Medium+Zellen)
;'J’ 300 .\ ~#-750 mg/ml Metformin
250 mg/ml Metformin
200 3
100 . . . .
0 24 48 72
Zeit [h]

Abbildung 2: Ostrogenkonzentration im Uberstand im zweiten Versuchsansatz
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600
550
E 500
2450
< 400
8’ 350
3 300
250
200

Ostrogenkonzentration unter Metformin

(3. Ansatz)

_—*

/

/ —=o—Kontrolle

/ (Medium+Zellen)

~-750 mg/ml Metformin

e 250 mg/ml Metformin

0 24

48 72

Zeit [h]

Abbildung 3: Ostrogenkonzentration im Uberstand im dritten Versuchsansatz
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4. Der Einfluss von Metformin auf die Progesteronkonzentration im Uberstand -

Einzeldarstellung der drei Versuchsansatze

Progesteron [ng/ml]
OFRPNWPMOUUGIO N OO

Progesteronkonzentration unter Metformin

(1. Ansatz)
X =o—Kontrolle
/
/ (Medium+Zellen)
J/ ~-750mg/ml Metformin
500mg/ml Metformin
// =>&=250mg/ml Metformin
0 | 24 | 48 | 72 | =#=125mg/ml Metformin
Zeit [h]

Abbildung 1: Progesteronkonzentration im Uberstand im ersten Versuchsansatz

0,7
0,6
£
£o05
S
5 04
£0,3
(5]
0,2
0.1

Progesteronkonzentration unter Metformin
(2. Ansatz)

’./d —e—Kontrolle
(Medium+Zellen)

=i-750 mg/ml Metformin

250 mg/ml Metformin

0 24 48 72
Zeit [h]

Abbildung 2: Progesteronkonzentration im Uberstand im zweiten Versuchsansatz
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Progesteronkonzentration unter Metformin
(3. Ansatz)

0,18

0,17
T 0,16 //\",
2 812 / 7 —o—Kontrolle
S 0’13 / /4 (Medium+Zellen)
5 0:12 v ~-750 mg/ml Metformin
$ 011 pd
< /
a 01 250 mg/ml Metformin

0,09 /

0,08 : : : .

0 24 48 72
Zeit [h]

Abbildung 3: Progesteronkonzentration im Uberstand im dritten Versuchsansatz
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5. Der Einfluss von Thiazolidindion auf die Glukosekonzentration im Uberstand -

Einzeldarstellung der drei Versuchsansatze

N
(6]

Glukosekonzentration unter Thiazolidindion

N
S

w
1

(1. Ansatz)
/\ /. —o—Kontrolle
(Medium+Zellen)
=-2,5 mg/mil

Thiazolidindion

Glukose [mmol/l]
N B N

/X
~

1
20 =>«7,5 mg/ml
Thiazolidindion
19 . . ' | =%=10 mg/ml
0 24 48 72 Thiazolidindion
Zeit [h]

=&=5 mg/ml Thiazolidindion

Abbildung 1: Glukosekonzentration im Uberstand im ersten Versuchsansatz

26
25,5
25
24,5
24
23,5
23
22,5
22
21,5
21

Glukose [mmol/l]

Glukosekonzentration unter Thiazolidindion
(2. Ansatz)

—o— Kontrolle
(Medium+Zellen)

=-2,5 mg/ml
Thiazolidindion

/A
7 7%

. | 7,5 mg/mi
Thiazolidindion

=#=10 mg/ml
Thiazolidindion

0 24 48 72
Zeit [h]

=45 mg/ml Thiazolidindion

Abbildung 2: Glukosekonzentration im Uberstand im zweiten Versuchsansatz
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Glukosekonzentration unter Thiazolidindion
(3. Ansatz)
29
28 A —e—Kontrolle
= 27 Z= (Medium+Zellen)
g 26 o~ =-2,5 mg/ml
E£,25 Thiazolidindion
g ;;‘ ! ——5 mg/ml Thiazolidindion
=)
O 22 \/ =>«7,5 mg/mil
21 Thiazolidindion
20 ' ' ' " =410 mg/ml
0 24 48 2 Thiazolidindion
Zeit [h]

Abbildung 3: Glukosekonzentration im Uberstand im dritten Versuchsansatz
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6. Der Einfluss von Thiazolidindion auf die Ostrogenkonzentration im Uberstand -
Einzeldarstellung der drei Versuchsansatze

Ostrogenkonzentration unter Thiazolidindion
(1. Ansatz)
250
/ —o— Kontrolle
= 200 (Medium+Zellen)
> =-2,5 mg/mil
S 150 Thiazolidindion
S 100 - —&—5 mg/ml Thiazolidindion
O 50 =>=7.5 mg/ml
Thiazolidindion
0 ' ' ' '\ ==10 mg/ml
0 24 48 12 Thiazolidindion
Zeit [h]

Abbildung 1: Ostrogenkonzentration im Uberstand im ersten Versuchsansatz

Ostrogenkonzentration unter Thiazolidindion
(2. Ansatz)
500
450 o —o— Kontrolle
E‘ ggg (Medium+Zellen)
> 2,5 mg/ml
?‘;’gg /4 Thiazolidindion
2 200 =45 mg/ml Thiazolidindion
£ 150
O 100 =75 mg/ml
50 Thiazolidindion
0 ' ' ' " =410 mg/ml
0 24 48 12 Thiazolidindion
Zeit [h]

Abbildung 2: Ostrogenkonzentration im Uberstand im zweiten Versuchsansatz
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Ostrogenkonzentration unter Thiazolidindion
(3. Ansatz)
600
500 —O-Kontr_olle
= (Medium+Zellen)
=
?g 400 ~&-2.5 mg/ml
‘g 300 Thiazolidindion
=2 =45 mg/ml Thiazolidindion
5 200
© 100 / 7,5 mg/ml
of Thiazolidindion
0 ' ' ' " =410 mg/ml
0 24 48 12 Thiazolidindion
Zeit [h]

Abbildung 3: Ostrogenkonzentration im Uberstand im dritten Versuchsansatz
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7. Der Einfluss von Thiazolidindion auf die Progesteronkonzentration im Uberstand -
Einzeldarstellung der drei Versuchsanséatze

Progesteronkonzentration unter
Thiazolidindion (1. Ansatz)
0,6
—_ —o— Kontrolle
g0 A~ (Medium+Zellen)
g 0.4 =25 mg/mi
S ' Thiazolidindion
£03 ——5 mg/ml Thiazolidindion
>
E 0,2 =>«7,5 mg/mil
Thiazolidindion
01 ' ' ' " ==10 mg/ml
0 24 48 2 Thiazolidindion
Zeit [h]

Abbildung 1: Progesteronkonzentration im Uberstand im ersten Versuchsansatz

Progesteronkonzentration unter
Thiazolidindion (2. Ansatz)
1,4
—12 M‘ —o—Kontrolle
£ (Medium+Zellen)
g 1 =25 mg/ml
S 0.8 Thiazolidindion
g ——5 mg/ml Thiazolidindion
% 0,6
a 0,4 =>7,5 mg/ml
of Thiazolidindion
0.2 ' ' ' " ==10 mg/ml
0 24 48 2 Thiazolidindion
Zeit [h]

Abbildung 2: Progesteronkonzentration im Uberstand im zweiten Versuchsansatz
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Progesteronkonzentration unter
Thiazolidindion (3. Ansatz)
1
— 0,9 =o—Kontrolle
g 08 (Medium+Zellen)
>0,7
= 06 -I-2,5_ mg/_m! _
§ 0:5 Thiazolidindion
£04 =45 mg/ml Thiazolidindion
;-’» 0,3
g 02 =><7,5mg/ml
0,1 Thiazolidindion
0 ' ' ' " ==10 mg/ml
0 24 48 2 Thiazolidindion
Zeit [h]

Abbildung 3: Progesteronkonzentration im Uberstand im dritten Versuchsansatz
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