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1. Einleitung

Die Pharmakotherapie bei Schwangeren mit chronischen oder akuten Erkrankungen stellt in 
der klinischen Praxis ein stetiges Problem dar. Egen-Lappe et al. (2004) zeigten in einer 
epidemiologischen Studie, welche sich auf Daten von 41.293 Frauen aus dem Zeitraum von 
Juni 2000 bis Mai 2001 beziehen, dass 96,4 % der Patientinnen während ihrer 
Schwangerschaft ein Medikament verschrieben bekamen. Davon erfolgte die Gabe einer 
Substanz mit potenziell teratogenen Effekt bei 1,3 % der Frauen (1). Ähnliche Resultate 
konnten durch verschiedene unabhängige Forschungsgruppen reproduziert werden (2,3). 

Das historisch bedeutsamste Ereignis, welches die Notwendigkeit einer suffizienten Testung 
von Medikamenten bezüglich ihrer Teratogenität aufzeigt, stellte der „Contergan-Skandal“ 
dar. Hierbei kam es nach der maternalen Einnahme des Wirkstoffes Thalidomid zu 
Fehlbildungen der Neugeborenen (4). Die Frage, ob vor der Marktzulassung des Wirkstoffes 
eine Testung am Tiermodel bezüglich der fruchtschädigenden Wirkung durchgeführt wurde, 
kann aufgrund der Vernichtung sämtlicher Aufzeichnungen der damals vertreibenden Firma 
Grünenthal bis heute nicht sicher beantwortet werden (5). Dies führte in den folgenden Jahren 
zu einer ausgiebigen Testung der Substanz auf potenzielle teratogene Effekte in 
unterschiedlichen Tiermodellen (6–10). Hierbei zeigte sich, dass durch keine der untersuchten 
Spezies eine verlässliche Prädiktion möglich war. Selbst die diesbezüglich am häufigsten 
zitierte Tierart der Kaninchenrasse des „Weißen Neuseeländer“ wird durch die Höhe der 
benötigten Dosis zum Erhalt eines fruchtschädigenden Effektes, die das 25- bis 300-fache der 
beim Menschen verwendeten Menge beträgt, stark kompromittiert (11). 

Die steigende Brisanz der Thematik in den folgenden Jahrzehnten veranlasste die 
amerikanische Arzneimittelbehörde FDA zur Erstellung einer Übersichtsarbeit, die eine 
Evaluierung der Verwendung von Tiermodellen bzw. dem notwendigen Studiendesign zur 
Frage hatte. Das Ergebnis zeigte auf, dass eine suffiziente Vorhersage auch unter 
Verwendung mehrere Spezies nicht möglich ist. Als mögliche Ursachen wurden vor allem 
physiologische und biochemische Unterschiede bezüglich Substanzabsorption, Metabolismus 
und Exkretion auf maternaler und fetaler Seite benannt (12). 

Hierdurch wird deutlich, dass die isolierte Testung von Medikamenten im Tiermodel 
bezüglich ihrer potenziellen teratogenen Effekte im menschlichen Organismus nicht 
ausreichend ist. Folgend ergibt sich hieraus die Notwendigkeit eines molekularbiologischen 
Verständnisses der Blut-Plazenta-Schranke, um mögliche fruchtschädigende Auswirkungen 
einer Substanz abschätzen zu können.  
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1.1 Blut-Plazenta-Schranke 

Die Plazenta ist ein transient ausgebildetes Organ, dass während der Schwangerschaft die 
Verbindung zwischen mütterlichen und fetalen Organismus darstellt. Ihre Hauptfunktion liegt 
in der Versorgung des Fetus mit Nährstoffen, dem Abtransport von Stoffwechselprodukten 
sowie dem materno-fetalen Gasaustausch (13). Weitergehend erfüllt die Plazenta wichtige 
endokrine Aufgaben, die u.a. für die Aufrechterhaltung der Schwangerschaft notwendig sind 
(14). Darüber hinaus bildet die Blut-Plazenta-Schranke, unter Beteiligung von Transport- und 
Stoffwechselproteinen, ein komplexes Schutzsystem des Fetus gegenüber Xenobiotika und 
Krankheitserregern (15). 

Die ausgereiften Plazenta lässt sich makroskopisch in drei Bereiche einteilen: Der zum Uterus 
ausgerichteten Basalplatte, der fetal gelegenen Chorionplatte, sowie den zwischen den Platten 
bestehenden intervillösen Raum mit den aus der Chorionplatte gewachsenen Chorionzotten 
(16). 

Die Chorionplatte gliedert sich wiederum in sechs Abschnitte (17). Fetalseitig befindet sich 
das Amnionepithel mit dem Amnionmesenchym, welches aus einer azellulären 
Kollagenschicht und einer zweifachen Lage an Fibroblasten besteht. Durch eine lockere 
Zwischenschicht getrennt liegt das Chorionbindegewebe. Der Abschluss zum intravillösen 
Raum wird durch die Zellen des Throphoblasten gebildet. Diese Schicht setzt sich aus den 
Zytotrophoblasten und einen nur teilweise ausgebildeten Synzytiotrophoblasten zusammen 
(17–19). 

Die Basalplatte teilt sich ebenfalls in sechs Abschnitte. Die Grenzschicht zum Uterus wird 
durch die aus dem Endometrium stammenden Dezidualzellen gebildet. Untergelagert befindet 
sich das Nitabuch-Fibrinoid, welches neben der physikalischen Verankerung der Plazenta 
auch einen wichtigen Bestandteil der immunologischen Abgrenzung des Fetus zur Mutter 
darstellt. Ihr folgt eine Schicht aus mehrkernigen Zellen die sich aus der Fusion mehrerer 
Zytotrophoblasten gebildet haben, den sogenannten X-Zellen (20). Das Rohr-Fibrinoid stellt 
den nächsten Abschnitt dar. Er ähnelt in seiner Zusammensetzung dem Nitabuch-Fibrinoid 
und dient den Chorionzotten als Befestigung. Durch eine Bindewebeschicht getrennt wird die 
Abgrenzung zum intervillösen Raum wiederum durch den Synzytiotrophoblasten gebildet. 
(16,21). 

Der Zwischen den Platten befindliche intervillöse Raum stellt das Hauptkompartiment des 
materno-fetalen Stoffaustausches dar. Die aus der Chorionplatte gewachsenen vaskularisierten 
Zotten werden dabei von mütterlich Blut aus den Spiralarterien umspült. An den Enden der 
Zottenbäume befindet sich im Bereich der Tertiärzotten die Blut-Plazenta-Schranke. Die 
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Tertiärzotten stellen ab der 20. SSW den größten Anteil der Zotten und nehmen mit 
zunehmenden Gestationsalter prozentual weiter zu (22). 

In der folgenden Abb. 1.1 ist der Aufbau der reifen humanen Plazenta anschaulich dargestellt. 

 

Abb. 1.1: Aufbau der reifen Plazenta Darstellung der reifen Plazenta mit Basalplatte, 
  intervillösen Raum, Chorionplatte und Nabelschnur (23). 

Die Blut-Plazenta-Schranke ist aus vier Schichten aufgebaut und misst im Durchmesser 
stellenweise unter 2 μm (24). Die äußerste Schicht bildet der Synzytiotrophoblast, der im 
direkten Kontakt mit dem mütterlichen Blut steht. Ihm untergelagert ist eine inkonstant 
ausgeprägte Zelllage des Zytotrophoblasten, die mittels Proliferation die Grundlage des 
Wachstums des Synzytiotrophoblasten bildet (25). Durch eine dünne Bindegewebeschicht 
getrennt findet man abschließend das Endothel der fetalen Kapillaren (15,19,26,27). 

Eine ergänzende schematische Übersicht über die Blut-Plazenta-Schranke im Bereich der 
Tertiärzotten gibt Abb. 1.2 wieder.  
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Abb. 1.2: Blut-Plazenta-Schranke Darstellung der Blut-Plazenta-Schranke vor und nach dem 4. 
Monat im Bereich der Tertiärzotten (28). 

Die Transportprozesse zwischen dem maternalen und fetalen Kreislauf umfassen neben 
Diffusion, erleichterter Diffusion und der Pinozytose hochmolekularer Stoffe auch den 
aktiven energieabhängigen Transport mithilfe von spezialisierten Proteinen (16). Von 
zahlreichen Transportproteinen ist hierbei bekannt, dass sie einerseits endogene Substanzen 
andererseits aber auch Fremdstoffe und deren Metaboliten aus den Zellen befördern. Somit 
dienen sie einerseits der endogenen Homöostase und andererseits dem Schutz vor potenziell 
schädlichen Xenobiotika (29). 

Eine große Gruppe der Transportproteine wird durch die ATP binding cassette (ABC)-
Transporter-Familie gebildet, deren etwa 50 Mitglieder unter Hydrolyse des energiereichen 
Substrates ATP zu einem aktiven Efflux von Substraten aus der Zelle führen. Nachfolgend 
werden die bisher in der Plazenta exprimierten ABC-Transporter kurz eingeführt. Darüber 
hinaus liefert Tabelle 1.1 am Ende des Abschnittes einen Überblick über klinisch relevante 
Arzneistoffe, die als Substrate der Transporter identifiziert wurden. 

Der bekannteste Vertreter ist das P-Glykoprotein (P-gp) oder MDR1, welches durch das Gen 
ABCB1 kodiert wird. Es ist gut untersucht, dass dieses Transportprotein in der  



Einleitung 

 5 

Blut-Plazenta-Schranke in der apikalen Membran des Synzytiotrophoblasten exprimiert wird 
(30–32). Lye et al. (2013) konnten zudem erstmals auch geringere Mengen von P-gp in 
Zytotrophoblastenzellen nachweisen (33). 

Ein weiteres Transportprotein der ABC-Familie mit einem breiten Spektrum an Substraten ist 
das breast cancer resistance protein (BCRP) (ABCG2-Gen). Es wird in der Plazenta 
hauptsächlich in der apikalen Membran des Synzytiotrophoblasten ausgebildet (34,35). 
Weiterhin konnten kleinere Mengen von BCRP in den fetalen Gefäßen der Chorionzotten 
dargestellt werden (34). 

Im Gegensatz zu den bereits erwähnten ABC-Transportern ist das multidrug resistance-
associated protein 1 (MRP1) (ABCC1-Gen) in der basalen Membran des 
Synzytiothrophoblasten und abluminal im fetalen Endothel lokalisiert. Die von St. Pierre et al. 
(2000) zusätzlich beschriebene apikale Expression konnte bisher durch weitere 
Arbeitsgruppen nicht verifiziert werden (31,36,37). 

Das multidrug resistance-associated protein 2 (MRP2) (ABCC2-Gen) weist eine hohe 
strukturelle Ähnlichkeit zu MRP 1 auf. In der Blut-Plazenta-Schranke wird es in der apikalen 
Membran des Synzytiotrophoblasten und in geringen Mengen auch in der apikalen Seite des 
Amnionepithels exprimiert (36,38). 

Die Expression vom multidrug resistance-associated protein 3 (MRP 3) (ABCC3-Gen) 
konnte im fetalen Endothel und in der apikalen Membran des Synzytiotrophoblasten 
dargestellt werden (36). Das multidrug resistance-associated protein 4 (MRP4) (ABCC4-Gen) 
wird ebenfalls in der apikalen Membran der Synzytiotrophoblasten ausgebildet (39).  

Multidrug resistance-associated protein 5 (MRP5) (ABCC5-Gen) hingegen wird vor allem in 
der basalen Membran des Synzytiothrophoblasten und dem fetalen Endothel ausgebildet. 
Weitergehend konnte um den Zeitpunkt des errechneten Geburtstermins eine diskrete 
Expression in der apikalen Synzytiotrophoblastenmembran nachgewiesen werden. Darüber 
hinaus konnte MRP5 auch basal und apikal im Amnionepithel nachgewiesen werden (38,40). 

Weitere Transporter der ABC-Familie, die in der Plazenta nachgewiesen wurden, sind das 
multidrug resistance-associated protein 6 (MRP6) (ABCC6- Gen) und das multidrug 
resistance-associated protein 8 (MRP8) (ABCC11-Gen) (41,42). 

Ein schematischen Überblick des Expressionsmusters von ABC-Transportern in der humanen 
Plazenta wird in der Abb. 1.3 dargestellt. 
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Abb. 1.3:  ABC-Transporter der Blut-Plazenta-Schranke Darstellung der ABC-Transporter der 
humanen Blut-Plazenta-Schranke und deren Lokalisation, Transporter mit schwacher 
Expression bzw. widersprüchlicher Datenlage sind hellbraun mit gepunkteter 
Umrandung dargestellt. Die Lokalisation von BCRP, MRP3 und MRP5 im Endothel 
sind bisher nicht bekannt 

Ein weiterer wichtiger Bestandteil der Blut-Plazenta-Schranke, der insbesondere für den 
Aufnahmetransport von zumeist niedermolekularen und hydrophilen Xenobiotika und 
endogenen Substanzen verantwortlich ist, wird durch organische An- und Kationentransporter 
aus der solute carrier (SLC)-Familie gestellt. 

Eine herausragende Rolle für den Transport von Kationen stellt dabei der organic cation 
transporter 3 (OCT3) (SLC22A3-Gen) dar, welcher in Gegensatz zum organic cation 
transporter 1 (OCT1) und dem organic cation transporter 2 (OCT2) in der Plazenta reichlich 
exprimiert wird (43). Der Transporter ist in der basalen Membran des Synzytiotrophoblasten 
sowie in den fetalen Endothelzellen lokalisiert (44). Der in Analogie zum Rattenmodel 
postulierte Effluxtransport von OCT3 Substraten durch das multidrug and toxin extrusion 
protein 1 (MATE1) (SLC47A1-Gen) an der apikalen Membran des Synzytiotrophoblasten 
konnte bisher nicht auf die humane Plazenta übertragen werden (45). Mehrere Arbeitsgruppen 
konnten bisher allenfalls eine minimale Expression des Transporters auf mRNA- und 
Proteinebene zeigen, sodass MATE1 gegenwärtig keine große Relevanz in der Analyse der 
Blut-Plazenta-Schranke zugesprochen wird (44,46,47). 

Ein weiteres essenzielles Membranprotein der Plazenta ist der organic cation/carnitine 
transporter 2 (OCTN2) (SLC22A5-Gen), dass neben seiner Hauptaufgabe, den Influx von 
Carnitin, auch organische Kationen transportiert. OCTN2 ist in der apikalen Membran des 
Synzytiotrophoblasten lokalisiert (48,49). Der organic cation/carnitine transporter 1 
(OCTN1) (SLC22A4-Gen) konnte ebenfalls mehrfach in humanem plazentarem Gewebe auf 
mRNA-Ebene nachgewiesen werden. Ihm wird aufgrund der deutlich niedrigen 
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Konzentration bei ähnlichem Spektrum an transportierten Substraten keine größere Bedeutung 
beigemessen (50,51). 

Ein Großteil organischer Anionen wird durch die organic anion transporter (OAT) und 
organic anion transporting polypetides (OATP) der SLC-Familie transportiert. Eine der am 
besten untersuchten Transporter ist das organic anion transporting polypetide 1A2 
(OATP1A2) (SLCO1A2-Gen). Der Transporter wird sowohl an der basalen als auch an der 
apikalen Membran des Synzytiotrophoblasten ausgebildet (52). Weitergehend konnte auch 
eine untergeordnete Expression in villösen und extravillösen Throphoblasten nachgewiesen 
werden (53). 

Das organic anion transporting polypeptid 1B3 (OATP1B3) (SLCO1B3-Gen), ein 
ursprünglich als leberspezifisch beschriebener Transporter für Gallensäuren und Xenobiotika, 
konnte durch mehrere Arbeitsgruppen in der Plazenta nachgewiesen werden (52,54,55). Er 
zeigt ein fokales Expressionsmuster, und wird vor allen in Bereichen ausgebildet in der die 
Blut-Plazenta-Schranke die geringsten Durchmesser aufweist (52). Hierbei befindet sich der 
Transporter in der basalen Membran des Synzytiotrophoblasten und zu geringen Anteil im 
fetalen Endothel (55). 

Das organic anion transporting polypeptid 2B1 (OATP2B1) (SLCO2B1-Gen) ist für den 
Transport von endogenen gebildeten Sexualhormonen zuständig. Weiterhin konnte vor allen 
die Medikamentengruppe der Statine als exogene Substrate des Transporters dargestellt 
werden (56). Er wird in der basalen Membran des Synzytiotrophoblasten, sowie in geringem 
Ausmaß im Zytotrophoblasten exprimiert, und unterliegt großen interindividuellen 
Unterschieden (57,58). 

Ebenfalls erfolgte durch Ugele et al. (2003) der Nachweis vom organic anion transporting 
polypeptid 3A1 (OATP3A1) (SLCO3A1-Gen) in humanem plazentarem Gewebe in Form von 
mRNA (54). Untersuchungen bezüglich der zellulären Lokalisation sowie der Nachweis des 
Transporters auf Proteinebenen sind gegenwärtig in der Literatur nicht vorhanden. 

Ein weiterer in der Plazenta exprimierter Transporter ist OATP4A1 (SLCO4A1-Gen). Die 
Ausbildung des Proteins erfolgt an der apikalen Membran des Synzytiotrophoblasten (59). 

Organic anion transporter 4 (OAT4) (SLC22A11-Gen) ist ein stark exprimierter Transporter 
in der humanen Plazenta. Er ist an der basalen Membran des Synzytiotrophoblasten von 
terminalen und intermediären Villi lokalisiert. Weiterhin konnte im ersten Trimester auch eine 
Ausbildung im Zytotrophoblasten gezeigt werden (54). 
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Die Abbildung Abb. 1.4 zeigt eine schematische Darstellung der Expression von SLC-
Transportern in der humanen Plazenta. 

 

Abb. 1.4: SLC-Transporter der Blut-Plazenta-Schranke Darstellung der SLC-Transporter der 
humanen Blut-Plazenta-Schranke und deren Lokalisation, Transporter mit schwacher 
Expression bzw. widersprüchlicher Datenlage sind hellgrün mit gepunkteter 
Umrandung dargestellt. Die Lokalisation von OCT3 und OATP1B3 im fetalen 
Endothel wurde bisher nicht beschrieben. 

Tab. 1.1: Ausgewählte Substrate der Arzneistofftransporter der humanen Plazenta (29,60–72)  

 

Transporter Ausgewählte Substrate
P-gp Digoxin, Loperamid, Irinotecan, Doxorubicin, Vinblastin, Paclitaxel, Fexofenadin

BCRP Statine, MTX, Irinotecan, Topotecan, Mitoxantrone, Imatinib, Sulfat-Konjugate
MRP1 Difloxacin, MTX, Irinotecan, Topotecan, Ritonavir, Glucuronid/Sulfat-Konjugate
MRP2 Valsartan, Olmesartan, MTX, Mitoxantron, Etoposide, Gluthation/Glucuronid-Konjugate
MRP3 MTX, Fexofenadin, Glucuronid-Komjugate
MRP4 Furosemid, MTX, Topotecan, Adefovir, Tenofovir, Gallensäuren
MRP5 MTX, 5-Fluoruracil, Gemcitabin, Cytarabin
MRP6 Etoposide, Doxorubicin, Daunorubicin, Gluthation-Konjugate
MRP8 MTX, 5-Fluoruracil, Steroidsulfate, Gallensäuren
OCT3 Metformin, Cimetidin, Atropin, Lidocain, Oxaliplatin, Lamivudine, Katecholamine

OCTN1 Verapamil, Pregabalin, Donepezil, Oxaliplatin, Mitoxantron, Doxorubicin
OCTN2 Verapamil, Amisulpirid, Colistin, Etoposide, Oxaliplatin, Imatinib, L-Carnitin

OATP1A2 Statine, Levofloxacin, MTX, Digoxin, Fexofenadin, Gallensäurem
OATP1B3 Statine, Telmisartan, Valsartan, Olmesartan, Digoxin, Fexofenadin, Gallensäuren
OATP2B1 Statine, Sartane, Triptane, Sulfsalazin, Glyburide, MTX, Doxorubicin, Imitinib
OATP3A1 Benzylpenicillin, Thyroxin, Vasopressin, Östrogen-3-Sulfat
OATP4A1 Benzylpenicillin, Trijodthyronin, Thyroxin, Vasopressin, Östrogen-3-Sulfat
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Die beschriebenen Daten zur Expression und Lokalisation der genannten ABC- und SLC-
Transporter haben jedoch mehrere Nachteile, die zuverlässige Aussagen über die tatsächliche 
Relevanz der genannten Transporter erschweren: 
1. zahlreiche Studien betrachteten nur wenige Transporter gleichzeitig, so dass die 

Zusammenführung der Daten unterschiedlicher Studien Fragen der direkten 
Vergleichbarkeit aufkommen lässt; 

2. die meisten Studien umfassten nur eine relativ geringe Anzahl an Proben aus 
plazentarem Gewebe und 

3. viele Expressionsstudien basieren ausschließlich auf der Analyse der mRNA, die nicht 
zwingend ein gutes Surrogat für das jeweils kodierte Protein ist. 

Des Weiteren ist bisher nur wenig bekannt über die Einflüsse vorliegender Erkrankungen der 
Mütter, die möglicherweise die Expression und Funktion der Transporter beeinflussen 
können. 

1.2 Gestationsdiabetes 

Der Gestationsdiabetes ist definiert durch eine während der Schwangerschaft neu aufgetretene 
meist postpartum reversible orale Glucosetoleranzstörung, die durch Bestimmung der 
nüchtern Blutglukosewerte oder einen oralen Glukosetoleranztest nachgewiesen wurde. Es 
sollte eine Differenzierung zu einem während der Schwangerschaft erstmalig diagnostizierten 
manifesten Diabetes mellitus erfolgen (73). 

Nach gegenwärtigem Wissensstand wird ätiologisch die Exazerbation einer latenten 
Dysfunktion der pankreatischen β-Zellen durch eine Zunahme der peripheren Insulinresistenz 
angenommen. Diese wird durch physiologische Anpassungsprozesse im Rahmen der 
Schwangerschaft mit einer vermehrten Ausbildung von lokalen und plazentaren Zytokinen 
und Hormonen (z.B. Östrogen, Adiponektin, placental growth hormon) begünstigt (74). 

Catalano et al. (1993) konnten darstellen, dass es im Zeitraum der Gestation zu einer  
50 - 60 % Abnahme der Insulin-Sensitivität kommt (75). Eine zentrale Rolle in der Genese 
der Insulinresistenz wird aufgrund seiner starken Korrelation dem Zytokin TNF-a 
zugesprochen, welches im Verlauf der Schwangerschaft zunehmend in der Plazenta gebildet 
wird (76,77). Durch die Wirkung von TNF-a an peripheren Zellen kommt es innerhalb der 
Insulin-Rezeptor-Signalkaskade zu einer reduzierten Phosphorylierung von Tyrosin am 
Insulinrezeptor und dem Insulinrezeptor-Substrat 1(IRS-1) (78). Hierdurch wird der weitere 
intrazelluläre Signalweg unterbrochen, in dem u.a. die PI3-Kinase durch die fehlende 
Bindung ihrer p85a-Untereinheit an dem IRS-1 nicht mehr aktiviert werden kann (79). Die 
PI3-Kinase fungiert weitergehend als wichtiger Mediator der zellulären Insulinantwort mit 
Wirkung auf Enzyme und Proteine des Glukosetransports und Metabolismus (74). 
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Zusammenfassend kann postuliert werden, dass unterschwellige inflammatorische Prozesse 
innerhalb von Schwangerschaften mit Gestationsdiabetes auftreten (77,80,81). Hieraus lässt 
sich die Hypothese ableiten, dass Veränderungen der Blut-Plazenta-Schranke bzw. plazentarer 
Transportproteine durch die Ausschüttung systemisch wirksamer Zytokine und Hormone 
möglich sind. 

1.3 (Prä-)Eklampsie 

Die Präeklampsie bezeichnet eine schwangerschaftsbedingte Erkrankung, die durch die 
Symptomentrias arterielle Hypertonie, Proteinurie und Ödemen nach Beendigung der 20. 
SSW gekennzeichnet ist. Auch bei fehlender Proteinurie kann nach der überarbeiteten 
Leitlinie der Deutschen Gesellschaft für Gynäkologie und Geburtshilfe von 2019 bei 
neuaufgetretenen Schäden weiterer Organsysteme (Leber, respiratorisches System, 
hämatologisches System, Plazenta, ZNS) eine Präeklampsie diagnostiziert werden. 

Die Eklampsie ist definiert durch einen in der Schwangerschaft aufgetretenen generalisierten 
tonisch-klonischen epileptischen Anfall mit Ausschluss einer zugrundeliegenden 
neurologischen Pathologie meist auf Grundlage einer vorbestehenden Präeklampsie (82). 

Die Pathophysiologie der Erkrankung lässt sich in zwei Phasen unterteilen. Die erste Phase 
verläuft lokal und ist durch eine anormale Plazentation geprägt. Bedingt durch den fehlenden 
Wechsel des Zytotrophoblasten von der proliferativ-epithelialen in die invasiv-endotheliale 
Form, kommt es zu einen unzureichenden Remodeling der Spiralarterien (83–85). Die in 
Folge entstandenen Gefäße zeigen im Vergleich zu Plazenten von gesunden Frauen einen 
verringerten Blutfluss. Weiterhin besitzen diese veränderten Gefäße eine größere Anfälligkeit 
für atherosklerotische Prozesse, wodurch ischämische Zustände begünstigt werden (86). 

In der zweiten Phase kommt es durch die im vorangegangenen Abschnitt beschriebenen 
hypoxischen Zustände vermittelt über die Aktivierung des hypoxie induced factor und 
Reaktiven Sauerstoffspezien zu einem Ungleichgewicht von pro- und antiangiogenen 
Faktoren (87–94). 

Insbesondere der Anstieg der antiangiogenen Tyrosinkinase sFLT1 und dem ebenfalls 
antiangiogen wirkenden Glykoprotein sENG im Serum führt durch die Inhibition der 
angiogenetischen Zytokine VEGF bzw. TGF-β1 zu einer systemischen Störung der 
Endothelfunktion und damit verbundenen Endorganschäden (95–99). Auf plazentarer Ebene 
wird durch die Hemmung der Funktion vom proangiogenen PlGF die lokale Endothelfunktion 
beeinträchtigt(99–101).
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2. Aufgabenstellung 

Wie in den vorrangegangenen Abschnitten dargelegt werden konnte, stellt die  
Blut-Plazenta-Schranke den Interaktionsort für den materno-fetalen Stoffaustausch dar. Ihre 
Aufgabe besteht darin, dass essenzielle Substrate den Fetus erreichen können, während 
schädlichen Subtanzen vom Übertritt in den fetalen Blutkreislauf abgehalten werden. Ein 
wichtiger Bestandteil dieser Schutzfunktion besteht aus den Transportern der ABC- und SLC-
Familie. 

Studien zur Expression und Lokalisation der Transporter, sowie die Veränderung im 
zeitlichen Verlauf der Gestation bzw. bei Auftreten von Gestosen sind rar und enthalten teils 
widersprüchliche Resultate. Weitergehend wird die allgemeine Aussagekraft der Ergebnisse 
durch die geringe Anzahl an verwendeten Proben, Betrachtung nur einzelner 
Transportproteine, sowie der isolierten Darstellung der Expression auf mRNA- oder 
Proteinebene kompromittiert.  

Hieraus ergaben sich folgende Aufgabenstellungen dieser Arbeit: 

 
1. Darstellung der Expression relevanter Transportproteine der humanen Plazenta 

zum Zeitpunkt des errechneten Geburtstermins bei gesunden Probandinnen auf 
mRNA- und Proteinebene. 

2. Darstellung der Veränderung relevanter Transportproteinen der humanen Plazenta 
im Verlauf der Gestation. 

3. Veränderung des Expressionsmusters relevanter Transportproteinen der humanen 
Plazenta bei Gestationsdiabetes. 

4. Veränderung des Expressionsmusters relevanter Transportproteinen der humanen 
Plazenta bei (Prä-)Eklampsie. 
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3. Material und Methoden 

3.1 Probengewinnung 

Das verwendete Gewebe wurde von der Klinik und Poliklinik für Frauenheilkunde und 
Geburtshilfe der Universitätsmedizin Greifswald, Deutschland, nach Spontangeburt oder 
Sectio caesarea zur Verfügung gestellt. Die Studie wurde genehmigt durch das Ethik-Komitee 
der Universitätsmedizin Greifswald. Alle Spender gaben zuvor Ihr schriftliches 
Einverständnis. Die Gewinnung der Proben erfolgte aus 13 identischen Entnahmestellen über 
alle plazentare Gewebeschichten. Die erhaltenen Probenzylinder wurden anschließend in 
flüssigem Stickstoff kryokonserviert. 

Zur Vorbereitung der weiteren analytischen Schritte wurden die Gewebestücke mithilfe der 
Kugelmühle Mikro-Dismembrator U (Sartorius AG, Göttingen, Deutschland) mit einer 
Amplitude von 16 mm und einer Frequenz von 1500/min für 90 Sekunden vermahlen und 
homogenisiert und das entstandene Gewebepulver bis zur weiteren Verarbeitung in 
Polypropylen-Gefäßen bei -80 °C gelagert. 

3.2 RNA-Isolation 

Die Isolation der RNA erfolgte unter Nutzung des NucleoSpinKit® (Machery-Nagel GmbH, 
Düren, Deutschland) entsprechend der Anleitung des Herstellers. Zu Beginn der Isolation 
wurden jeweils 30 mg der vorbereiteten Gewebeprobe zur Lyse mit 350 μl des Buffers RA1 
sowie 3,5 μl β-Mercaptoethanol versetzt und mithilfe eines Vortex vermischt. Das erhaltene 
Lysat wurde anschließend zur Reduktion der Viskosität und Säuberung von störenden 
organischen Bestandteilen durch den NucleoSpin®-Filter bei 11.000 x g für 60 Sekunden 
zentrifugiert. Zur Verbesserung der Bindungseigenschaften der RNA wurden 350 μl 70 %igen 
Ethanols zur Lösung hinzugefügt und durch fünfmaliges Pipettieren gemischt. Anschließend 
wurde das Lysat auf eine RNA-bindende Säule mit enthaltener Silica-Membran gegeben und 
bei 11.000 x g für 30 Sekunden bei 4 °C zentrifugiert. Im nächsten Schritt erfolgte die 
Hinzugabe von 350 μg Membrane Desalting Buffer zur Optimierung der rDNase Funktion 
und anschließenden Zentrifugation für 60 Sekunden bei 11.000 x g. Nachfolgend wurden 95 
μg rDNase-haltiger Puffer auf die Silica-Membran pipettiert und bei Raumtemperatur für 15 
Minuten inkubiert. Daraufhin erfolgte die Säuberung und Trocknung der Membran in drei 
Schritten mit jeweiliger Zugabe eines Puffers (200 μl RAW2, 600 μl RA3, 250 μl RA3) und 
anschließender Zentrifugation. Abschließend wurde die zuvor gebundene RNA durch 
Zentrifugation in 60 μL RNase-freien H2O eluiert. Die Bestimmung der RNA-Konzentration 
erfolgte durch die photometrische Messung am Nano Drop™ ND-1000 Spectrophometer 
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(PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen, Germany). Weiterhin wurde durch die 
Berechnung des Quotienten OD260/OD280, welcher bei RNA-Proben ca. 2,1 betragen sollte, 
die Reinheit der Lösung bestimmt. Proben die nicht im Bereich von 2,0 – 2,2 lagen wurden 
entsprechend verworfen (102). 

3.3 RNA-Qualitätsanalyse 

Die Qualität der isolierten RNA wurde durch Messung der RNA Integrity Number (RIN) 
überprüft. Die Bestimmung erfolgte mithilfe des RNA 6000 Nano Kit am Agilent 2100 
Bionanalyzer® (Agilent Technologies, Waldbronn, Deutschland). Das genutzte System 
verwendet eine automatisierte Kapillarelektrophorese in einer Lab-on-Chip-Technologie. 
Hierbei werden die vorhandenen RNA-Fraktionen anhand der Bewegungseigenschaften in 
den mit Gel gefüllten Mikrokapillaren im elektrischen Feld der Größe nach aufgeteilt. Die 
Detektion erfolgt durch Laser-induzierte Fluoreszenz (103). Die anschließende Generierung 
der RIN erfolgt mithilfe eines komplexen Algorithmus. Die bedeutendsten Komponenten 
hierbei sind das Verhältnis der ribosomalen RNA (28S; 8S; 5,8S) bzw. der „Fast-Region“ 
zum gesamten Elektropherogramm, sowie die Amplitude des 18S-Gipfels und der  
Marker-Region, welche sowohl die interne Referenz als auch hochgradig degradierte RNA 
enthält (104). Die Segmente des Elektropherogramms sind in Abb. 3.1 dargestellt. 

Die berechneten nummerischen Werte für die RIN können zwischen 1 und 10 liegen. Ein 
Wert von 1 entspricht dabei der niedrigsten Qualitätsstufe mit hochgradig fragmentierter 
RNA, wohingegen ein Wert von 10 für hohe Qualität mit intakter RNA steht (103). 
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Abb. 3.1:  Elektropherogramm der RIN-Messung Dargestellt sind die verschiedenen Segmente 
des Elektropherogramms der RIN-Messung. Der erste Gipfel wird durch den Marker 
und degradierter RNA erzeugt. Ihm folgen drei Gipfel, die jeweils durch intakte rRNA 
gebildet werden (5S-,18S-, 28S-Region). Die Zwischen den 5S- und 18S-Gipfel bzw. 
18S- und 28S-Gipfel befindlichen Abschnitte werden als Fast-Region und Inter-
Region bezeichnet. Den Abschluss bildet die Post-Region (103). 

3.4 Genexpressionsanalyse 

Die Genexpressionsanalyse erfolgte mittels quantitativer Echtzeit-PCR (real-time quantitative 
PCR, qRT-PCR). Entsprechend war es notwendig zuerst die isolierte mRNA durch reverse 
Transkription in cDNA umzuschreiben. 

3.4.1 Reverse Transkription 

Die Synthese von cDNA erfolgte mithilfe des High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit 
(Life Technologies GmbH, Darmstadt, Deutschland) nach den Angaben des Herstellers. 
Hierbei wird die isolierte einzelsträngige RNA durch eine RNA-abhängige-DNA-Polymerase 
in eine komplementäre DNA umgeschrieben. Das System verwendet dabei zur Erfassung der 
gesamten mRNA-Abschnitte Random-Hexamer-Primer (105,106). Weiterhin erfolgte im 
Reaktionsansatz die Zugabe von Nucleotiden, RNase-Inhibitor und Reaktionspuffer zur der 
isolierten RNA nach dem in Tabelle Tab. 3.1 beschriebenen Pipettierschema. Der erhaltene 
Reaktionsansatz wurde umgehend in einen Thermocycler überführt. Im ersten Schritt erfolgte 
die Erwärmung auf 25 °C für 10 Minuten, wodurch die Hybridisierung der DNA-Primer 
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begünstigt wird. Folgend wird der Ansatz für 120 Minuten auf 37 °C gebracht. Dies entspricht 
dem Temperaturoptimum der eingesetzten Reverse-Transkriptase. Abschließend erfolgt zur 
Thermoinaktivierung die Erwärmung auf 85 °C für fünf Minuten (106). 

Tab. 3.1: Pipettierschema der Reversen Transkription mittels High Capacity cDNA Reverse 
Transcription Kit (Life Technologies GmbH) bezogen auf 40 μL Gesamtvolumen 

 

3.4.2 Quantitative Polymerasekettenreaktion (PCR) 

Die Real-Time PCR stellt das Standardverfahren zur Vervielfältigung von DNA dar und wird 
in drei Schritte eingeteilt. Im ersten Schritt wird die Probe auf eine Temperatur von ca. 94 °C 
erwärmt, wodurch es zu einer Denaturierung der doppelsträngigen DNA kommt. 
Anschließend erfolgt im zweiten Schritt die Hybridisierung der Primer und Sonden an die 
einzelsträngige DNA, welcher ein Temperaturoptimum von 55 °C aufweist. Dieser Prozess 
wird als Annealing bezeichnet. Im letzten Abschnitt der Elongation erfolgt durch eine 
thermostabile DNA-Polymerase die Bildung eines komplementären DNA-Stranges. Die oben 
beschriebenen Schritte können mehrfach wiederholt werden (107,108). 

Die Quantifizierung der mRNA erfolgte während der RT-qPCR mithilfe des  
TaqMan®-Sonden-Verfahren, das auch als Hydrolyse-Verfahren bezeichnet wird. Das 
zugrundeliegende Prinzip beruht auf den gleichnamigen physikalischen Prozess des Förster-
Resonanzenergietransfers (FRET). Hierbei erfolgt nach Anregung eines Fluoreszenz-Donors, 
auch Reporter genannt, eine emissions- und absorptionsfreie Übertragung von Energie auf 
einen Akzeptor, auch Quencher genannt. Der beschriebene Prozess erfolgt nur über geringe 
Distanzen. Im Rahmen von TaqMan®-Sonden erfolgt die Verwendung eines Dark-Quenchers, 
der die erhaltene Energie in Wärme anstelle von Fluoreszenz umwandelt (109–111). 

Die verwendeten TaqMan®-Sonden bestehen aus einem Oligonucleotid mit einer homologen 
Sequenz zu dem zu messenden Gen, wobei der Reporter am 5‘-Ende und der Donor am  
3’-Ende platziert wurde. Entsprechend befindet sich anfänglich die ausgesendete Fluoreszenz 

Volumen in μl
10x RT Buffer 4
25X dNTP Mix (100mM) 1,6
10x RT Random Primer 4
Multi-Scribe™Reverse Transcriptase 2
RNase Inhibitor 2
Nuklease freies H₂O 6,4
RNA 20
Gesamtvolumen 40
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aufgrund des FRET auf einem niedrigen Niveau. Enthält die verwendete Probe das Zielgen, 
so hybridisiert die Sonde mit der einzelsträngigen cDNA. Während der Elongation entlang 
des cDNA-Stranges wird die gebunden TaqMan®-Sonde durch die 5‘- 3‘ Exonucleaseaktivität 
der eingesetzten Taq-Polymerase abgebaut. Folglich kommt es zu einer Zunahme der Distanz 
von Reporter und Quencher mit konsekutiver proportionaler Zunahme der Signalstärke der 
ausgesendeten Fluoreszenz. Erreicht die ausgesendete Fluoreszenz des Reporters erstmalig 
einen Schwellenwert der signifikant über der Hintergrundfluoreszenz liegt, wird dieser als 
CT-Wert (Cycle Treshold) bezeichnet. Mithilfe des erhaltenen Wertes erfolgt die Bestimmung 
der mRNA-Expression durch die 2-ΔCt -Methode. Hierbei erfolgt die Normalisierung in Bezug 
auf ein zuvor ausgewähltes Housekeeping-Gen, das eine möglichst konstante Expression 
aufweisen muss (107,112). 

Die Herstellung des Reaktionsansatzes erfolgte unter Verwendung des universellen TaqMan® 
Gene Expression Mastermix, welcher die benötigten Primer, Nulcleotide, Puffer und die  
Taq-Polymerase enthält, sowie der jeweiligen spezifischen TaqMan®-Sonde nach dem in 
Tabelle 3.2 genannten Schema. Die cDNA wurde zuvor mithilfe von RNase-freien Wasser 
auf ein Gehalt von 50 ng eingestellt. 

 

Tab. 3.2: Pipettierschema der Genexpressionsanalyse mittels RT-qPCR bezogen auf 20 μL 
Gesamtvolumen 

 

Der erhaltene Reaktionsansatz wurde in ein Fast Real-Time PCR-System 7900 HT (Life 
Technologies GmbH, Darmstadt, Deutschland) überführt und analysiert. Das hierbei 
verwendete Programm bestand aus einem hot start bei 95 °C für 10 Minuten, welcher von 40 
Zyklen eines zweistufigen Ablaufs, bestehend aus der Denaturierung bei 95 °C für 15 
Sekunden und dem Annealing-/Elongationsprozess bei 60 °C für 60 Sekunden, gefolgt wird. 

Volumen in μl
20x TaqMan® Gene Expression Assay 1
2x  TaqMan® Gene Expression Master Mix 10
cDNA 4
RNase freies H₂O 5
Gesamtvolumen 20
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3.5 Housekeeping Gene 

Ein Housekeeping Gen (HKG) ist definiert als ein Gen, das unabhängig von Gewebeart, sowie 
externen als auch internen Einflüssen, von einer Zelle in konstanter Stärke exprimiert wird. 
Entsprechend sind HKG meist Strukturmoleküle oder Enzyme der basalen 
Stoffwechselfunktionen. In der Genexpressionsanalyse finden sie zur Normierung der RNA 
von Zielgenen Verwendung (113). 

Eine Veränderung der Expression von HKGs unter pathologischen Zuständen (z.B. Hypoxie) 
ist jedoch möglich, sodass für jede Studie mit Genexpressionsanalyse die Bestimmung der 
Stabilität der verwendeten HKGs erfolgen sollte (114,115). Die Plazenta stellt diesbezüglich 
aufgrund der sich stetig verändernden Einflüsse eine besondere Herausforderung dar. 

Meller et al. (2005) zeigten in ihrer Arbeit, dass SDHA, YWHAZ und TBP valide HKGs für 
Untersuchungen an plazentarem Gewebe darstellen könnten. Die Aussagekraft der Studie ist 
allerdings aufgrund der geringen Probenzahl (N = 20), sowie der nicht offen dargelegten 
Anzahl an plazentaren Proben mit Gestosen ( z.B.Präeklampsie, Gestationsdiabetes) limitiert 
und nicht problemlos auf jedes Studiendesign übertragbar (116). 

Dementsprechend wurde im Rahmen dieser Promotionsarbeit eine Validierung der HKG für 
die folgenden Versuche vorgenommen. Dabei wurden die von Meller et al. (2005) 
vorgeschlagenen HKGs SDHA, YWHAZ, TBP und ergänzend das häufig verwendete Gen 
18S auf Ihre Stabilität in plazentaren Gewebe untersucht. Hierbei wurden die möglichen 
Veränderungen im zeitlichen Verlauf des Gestation bzw. bei Vorliegen von Gestosen 
mitbetrachtet.  

Die Auswahl der untersuchten Proben (N = 60) erfolgte dafür aus sechs Gruppen. Hierbei 
bildeten vier Gruppen den zeitlichen Verlauf der Gestation anhand der WHO-Kategorien des 
Geburtstermins (term, moderate preterm, very preterm, extremely preterm) ab. Die weiteren 
zwei Gruppen enthielten Probenmaterial aus den in dieser Promotionsarbeit untersuchten 
Gestosen (Gestationsdiabetes, (Prä-)Eklampsie) bei termingerechter Entbindung. Jede Gruppe 
enthielt jeweils 10 Proben. Zunächst wurde für jedes potenzielle Gen der 
Schwellenwertzyklus (Ct) mittels RT-qPCR ermittelt. Die erhaltenen Daten wurden unter 
Verwendung der BestKeeper-Software ausgewertet. Hierbei erfolgt die Bewertung der 
Stabilität eines HKG auf Basis der Standardabweichung (SD) und dem 
Variationskoeffizienten (117). 

Die deskriptive Statistik der Ergebnisse ist in Tabelle Tab. 3.3 dargestellt. Die erhaltenen 
Standardabweichungen lagen zwischen 0,38 (18S) und 0,48 (YWAHZ) und damit jeweils 
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unter dem geforderten Wert von SD [±Ct] < 1,00. Des Weiteren fiel bei 18S ein 
vergleichsweise hoher Variationskoeffizient [%Ct] von 4,37 auf, sodass dieses Gen von der 
weiteren Analyse ausgeschlossen wurde.  

Zur weiteren Auswertung erfolgte zuerst die Bildung des BestKeeper-Index (BI), indem das 
geometrische Mittel der Ct-Werte aller verwendeten Gene gebildet wurde. 

Anschließend wurde der Korrelationskoeffizient nach Pearson zwischen den BI und den 
einzelnen HKGs bestimmt. Hierbei zeigten allen drei verbliebenen HKGs eine signifikante 
positive Korrelation 0,709 < r < 0,758 zwischen der Expressionsstärke und dem  
BI (p < 0,001). Die Normierung der mRNA kann somit unter Verwendung aller drei 
verbliebenen HKGs erfolgen, die als gleichwertig anzusehen sind. Es erfolgte die 
Verwendung von SDHA in den nachfolgenden Untersuchungen. 

Tab. 3.3: Untersuchung möglicher Housekeeping Gene der humanen Plazenta Deskriptive 
Statistik der Housekeeping Gen Kandidaten SDHA, TBP, YWAHZ und 18S auf 
Grundlage des Cycle Treshold (Ct) in der RT-qPCR unter Anwendung des 
BestKeeper-Algorithmus (117) 

 

3.6 Auswahl der Zielgene und -Proteine 

Um eine Auswahl der für die Untersuchungen relevanten Zielgene bzw. -proteine zu erhalten, 
wurde neben einer ausführlichen Literaturrecherche ergänzend eine Bestimmung der 
Genexpression klinisch relevanter Transporterproteine mittels Custom TaqMan® Low Density 
Array (TLDA) Micro Fluidic Cards (Applied Biosystem, Darmstadt, Deutschland) 
durchgeführt. 

SDHA TBP YWAHZ 18S
Geometrisches Mittel [Ct] 26,05 28,79 27,55 8,68
Arithmetisches Mittel [Ct] 26,05 28,79 27,55 8,7

Minimalwert [Ct] 24,71 27,58 26,28 7,9
Maximalwert [Ct] 27,21 30,29 28,85 9,9

Standartabweichung [±Ct] 0,45 0,42 0,48 0,38
Variationskoeffizient [%Ct] 1,71 1,46 1,72 4,37

BI vs. HKG Korrelationskoeffizient [r] 0,721 0,758 0,709 0,881
p-Wert 0,001 0,001 0,001 0,001
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3.6.1 TLDA 

Die verwendeten TLDA Micro Fluidic Cards enthielten hierbei validierte Primer und Sonden 
für sechs ABC-Transporter und 21 SLC-Transporter, sowie für fünf nukleäre Rezeptoren und 
fünf Housekeeping Gene (Tab. 3.4). 

Für die Durchführung der Messung wurde zuerst die vorher gebildete cDNA mithilfe von 
Nuclease-freiem Wasser auf ein Gehalt von 100 ng und ein Volumen von 50 μl verdünnt. Im 
nächsten Schritt erfolgte die Zugabe von 50 μl TaqMan® Universal Master Mix II. Der 
erhaltene Reaktionsansatz wurde anschließend in den Fill-Port der TLDA® Micro Fluidic 
Cards pipettiert. Nach zweimaligem Zentrifugieren und Versiegelung erfolgte die qRT-PCR 
am Fast Real-Time PCR-System 7900 HT (Life Technologies GmbH, Darmstadt, 
Deutschland) nach den im Abschnitt Genexpressionsanalyse angegebenen Einstellungen. 

Die Ergebnisse der Untersuchung sind in Abbildung 3.2 dargestellt, hierbei wurde die 
Expression der Zielgene mithilfe der 2-ΔCt -Methode im Bezug zum Mittelwert der fünf in 
Tabelle 3.4 genannten Housekeeping Gene verwendet. Es erfolgte ausschließlich die 
Darstellung von Genen die Transportproteine kodieren und in der humanen Plazenta 
nachweisbar waren. 

Nachfolgend wurden die Gene mit der stärksten Expression und einem wichtigen Spektrum 
an transportierten Substraten für die weiterführenden Expressionsanalysen ausgewählt. Dabei 
handelte es sich um ABCB1 (P-gp), ABCC1 (MRP1), ABCC2 (MRP2), ABCC3 (MRP3), 
ABCG2 (BCRP), SLC22A3 (OCT3), SLC22A5 (OCTN2) und SLCO2B1 (OATP1B2).  

SLC16A1 (MCT1) zeigte in der Plazenta ein hohes Expressionsniveau, allerdings erscheint es 
in Hinblick auf sein enges Substratspektrum (kurzkettige Monocarbonsäuren wie Pyruvat und 
Lactat) für den Transport von Xenobiotika weniger relevant. Analog fiel die Entscheidung 
gegen SLC7A5 (LAT1), welches vor allem für den Transport von Aminosäuren zuständig ist. 
Weiterhin wurde sich gegen eine weitere Analyse von SLC15A1 (PepT1) und SLC15A2 
(PepT2) aufgrund der eher schwachen Expression entschieden. Die Transporter SLC47A1 
(MATE1) und SLCO1A2 (OATP1A2) wurden aufgrund der bestehenden Diskrepanzen der 
wissenschaftlichen Literatur und den dargestellten Ergebnissen gesondert betrachtet. 
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Abb. 3.2:  Genexpression ausgewählter Transporter in der humanen Plazenta mittels TLDA 
Micro Fluidic Cards. Die rot markierten Gene wurden für die weiterführende Analyse 
ausgewählt. SLC47A1 und OSTBeta waren nachweisbar, sind aber aufgrund der 
geringen Expression graphisch nicht als Säule darstellbar (N = 1) 

Tab. 3.4: Übersicht auf der TLDA Micro Fluidic Card enthaltenen Genassays 

 

AB
CB
1

AB
CC
1

AB
CC
2

AB
CC
3

AB
CC
4

AB
CG
2

SL
C1
5A
1

SL
C1
5A
2

SL
C1
6A
1

SL
C2
2A
3

SL
C2
2A
4

SL
C2
2A
5

SL
CO
3A
1

SL
CO
4A
1

SL
CO
4C
1

SL
CO
2B
1

SL
C4
7A
1

SL
C7
A6

OS
TB
eta

0

10

20

30

40

2^-
Δ

C
T*

 1
0;

 N
or

m
ie

ru
ng

 m
it 

(1
8S

,B
2M

,G
A

PD
H

,G
U

SB
,P

G
K

1)

Zielproteine Gensymbol TaqmanⓇassay I.D. Zielproteine Gensymbol TaqmanⓇassay I.D.

ABC-Transporter SLC-Transporter

P-gp, MDR1 ABCB1 Hs01067802_m1 OSTalpha SLC51A Hs00380895_m1
MRP1 ABCC1 Hs00219905_m1 OSTbeta SLC51B Hs00418306_m1
MRP2 ABCC2 Hs00166123_m1 Enzyme

MRP3 ABCC3 Hs00978473_m1 CYP3A4 CYP3A4 Hs00430021_m1
MRP4 ABCC4 Hs00988717_m1 CYP3A5 CYP3A5 Hs00241417_m1
BCRP ABCG2 Hs01053790_m1 CYP2B6 CYP2B6 Hs03044634_m1

SLC-Transporter CYP2C8 CYP2C8 Hs00258314_m1
LAT1 SLC7A5 Hs00185826_m1 CYP2C9 CYP2C9 Hs00426397_m1
LAT2 SLC7A6 Hs00938056_m1 CYP2C19 CYP2C19 Hs00426380_m1

ASBT (IBAT) SLC10A2 Hs01001557_m1 CYP2D6 CYP2D6 Hs00164385_m1
PEPT1 SLC15A1 Hs00192639_m1 UGT1, 3-10 UGT1A1, 3-10 Hs00153559_m1
PEPT2 SLC15A2 Hs01113665_m1 UGT2B7 UGT2B7 Hs00426592_m1
MCT1 SLC16A1 Hs00161826_m1 UGT2B15 UGT2B15 Hs00870076_s1
OCT1 SLC22A1 Hs00427552_m1 SULT1A1-4 SULT1A1-4 Hs00236900_m1
OCT3 SLC22A3 Hs01009568_m1 Nukleäre Rezeptoren

OCTN1 SLC22A4 Hs00268200_m1 PXR NR1I1 Hs00243666_m1
OCTN2 SLC22A5 Hs00929869_m1 CAR NR1A3 Hs00901571_m1

OATP1A2 SLCO1A2 Hs00366488_m1 LXRβ NR1H2 Hs00173195_m1
OATP3A1 SLCO3A1 Hs00203184_m1 LXR⍺ NR1H3 Hs00172885_m1
OATP4A1 SLCO4A1 Hs00249583_m1 FXR NR1H4 Hs00231968_m1
OATP4C1 SLCO4C1 Hs00698884_m1 HouseKeeping-Gen

OATP1B1 SLCO1B1 Hs00272374_m1 18s rRNA 18S Hs99999901_s1
OATP1B3 SLCO1B3 Hs00251986_m1 B2M B2M Hs00984230_m1
OATP2B1 SLCO2B1 HS00200670_m1 GAPDH GAPDH Hs99999905_m1
MATE1 SLC47A1 Hs00217320_m1 GUSB GUSB Hs99999908_m1
MATE2 SLC47A2 Hs00945650_m1 PGK1 PGK1 Hs99999906_m1
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3.6.2 SLC47A1 (MATE1) 

Aufgrund der von Ahmadimoghaddam et al. (2012) vermuteten Transportfunktion von 
MATE1 im Kotransport mit OCT3 in der humanen Plazenta, wurden trotz geringer 
Genexpression in der initialen TLDA-basierten Genexpressionsanalyse auf mRNA- und 
Proteinebene weiterführende Untersuchungen durchgeführt (45). Die Analyse wurde an einer 
Stichprobe von Gewebe aus insgesamt 60 Plazenten durchgeführt. Hierbei erfolgte die 
Verwendung von Proben aus sechs Gruppen, die den zeitlichen Verlauf der Gestation  
(term, moderate preterm, very preterm, extremely preterm) bzw. Veränderungen im Rahmen 
der zwei wichtigsten Gestosen (Gestationsdiabetes, (Prä-)Eklampsie) darstellen. Jede Gruppe 
enthielt dabei Material von 10 Gewebeproben. 

Die mRNA von SLC47A1 konnte in allen untersuchten Proben nachgewiesen werden. Es 
zeigte sich im Vergleich zu den oben genannten Zielgenen jedoch eine deutlich niedrigere 
Expressionsstärke. Ein Nachweis von MATE1 auf Proteinebene gelang in keiner der 
untersuchten Proben. 

In der statistischen Analyse der Gruppen konnten keine signifikanten Veränderungen der 
Genexpression aufgezeigt werden. Die Ergebnisse sind in Abb. 3.3 und Abb. 3.4 dargestellt. 

 

Abb. 3.3: Genexpression von SLC47A1 im zeitlichen Verlauf der Gestation Einteilung nach 
WHO in term (37. - 42. SSW) moderate preterm (32. – 37. SSW) very preterm (28. - 
32. SSW) und extremely preterm (< 28. SSW). Dargestellt als Box-Plot. Die Whisker 
sind definiert mit der 5 bzw. 95 Perzentile. Statische Analyse mittels Kruskal-Wallis-
Test ohne signifikante Unterschiede. (N = 40, p < 0.05) 
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Abb. 3.4: Genexpression von SLC47A1 bei (Prä-)Eklampsie und Gestationsdiabetes 
Dargestellt als Box-Plot. Die Whisker sind definiert mit der 5 bzw. 95 Perzentile. 
Statistische Analyse mittels Mann-Whitney U-Test ohne signifikante Unterschiede.  
(N = 30, p < 0,05) 

Aufgrund der minimalen Genexpression von SLC47A1 und fehlendem Nachweis einer 
Proteinexpression von MATE1 ist von einer untergeordneten Relevanz des Transporters für 
die Transportvorgänge an der humanen Plazenta auszugehen. Weitergehend ergab sich bei 
fehlenden Veränderungen im Rahmen einer (Prä-)Eklampsie bzw. eines Gestationsdiabetes 
kein Anhalt für eine Beteiligung des Transporters in der Pathogenese der Erkrankungen oder 
eine Veränderung der plazentaren Transportfunktion bei Auftreten der genannten Gestosen. 
Entsprechend wurde sich gegen eine weitere Analyse von SLC47A1 bzw. MATE1 in einer 
größeren Probenanzahl entschieden. 

3.6.3 SLCO1A2 (OATP1A2) 

SLCO1A2 bzw. OATP1A2 stellt in der Literaturrecherche ebenfalls einen gut untersuchten 
Transporter der Blut-Plazenta-Schranke dar, dem eine hohe Bedeutsamkeit zugesprochen 
wird (52). Dies konnte anhand der Quantifizierung vom Zielgen mittels TLDA nicht bestätigt 
werden. Aufgrund dieser Diskrepanz erfolgte analog zum Vorgehen bei SLC47A1 (MATE1) 
eine Expressionsanalyse auf mRNA- und Proteinebene inklusive der Betrachtung im 
zeitlichen Verlauf der Schwangerschaft und bei Vorliegen von (Prä-)Eklampsie und 
Gestationsdiabetes. 

Die mRNA von SLCO1A2 konnte in der Gruppe von termingerechten Entbindungen bei 
gesunden Probandinnen nur in neun von 10 Proben nachgewiesen werden. Im Vergleich zu 
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den primär ausgewählten Zielgenen zeigte SLCO1A2 eine sehr geringe Expressionsstärke. Ein 
Nachweis von OATP1A2 auf Proteinebene gelang in keiner der untersuchten Proben. 

Veränderung im zeitlichen Verlauf der Gestation oder im Rahmen von (Prä-)Eklampsie und 
Gestationsdiabetes konnten ebenfalls nicht aufgezeigt werden. Die Daten sind in Abb. 3.5 und 
Abb. 3.6 dargestellt. 

 

Abb. 3.5: Genexpression von SLCO1A2 im zeitlichen Verlauf der Gestation Einteilung nach 
WHO in term (37. - 42. SSW) moderate preterm (32. - 37. SSW) very preterm (28. - 
32. SSW) und extremely preterm (< 28. SSW). Dargestellt als Box-Plot. Die Whisker 
sind definiert mit der 5 bzw. 95 Perzentile. Statische Analyse mittels Kruskal-Wallis-
Test ohne signifikante Unterschiede. (N = 40, p < 0.05) 
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Abb. 3.6: Genexpression von SLCO1A2 bei (Prä-)Eklampsie und Gestationsdiabetes 
Dargestellt als Box-Plot. Die Whisker sind definiert mit der 5 bzw. 95 Perzentile. 
Statistische Analyse mittels Mann-Whitney U-Test ohne signifikante Unterschiede.  
(N = 30, p < 0,05) 

Der Transporter erscheint aufgrund der minimalen und teilweise sogar fehlenden 
Genexpression von SLCO1A2 sowie fehlendem Nachweis einer Proteinexpression von 
OATP1A2 somit ebenfalls von untergeordneter Relevanz für die humane  
Blut-Plazenta-Schranke. Eine Veränderung im Rahmen von (Prä-)Eklampsie und 
Gestationsdiabetes konnte nicht aufgezeigt werden. Entsprechend wurde sich gegen eine 
weiterführende Analyse in einer größeren Probenanzahl entschieden. 

3.7 RIN-Grenzwert Bestimmung 

Reiman et al. (2017) konnten darstellen, dass 8,1 % aller Gene im plazentaren Gewebe eine 
signifikante Veränderung der Expressionsstärke in Bezug auf die RNA-Integrität zeigen 
(118). Um die Geschwindigkeit des RNA-Abbaus einschätzen zu können, wurden mehrere 
prädiktive Faktoren (z.B. Exonlänge, Länge der 3’- UTR/5’- UTR, Anteil von Guanin/Cytosin 
Basenpaaren) postuliert (118–121). Die Ergebnisse der Arbeitsgruppen zeigten dabei 
allerdings widersprüchliche Aussagen bezüglich des Einflusses der verschiedenen Variablen, 
sodass bisher noch kein valides mathematisches Modell zur Korrektur der unterschiedlichen 
Integritätswerte entwickelt werden konnte. 

Folgend sollte die Bestimmung eines Grenzwertes der RIN für die weitere Verwendung von 
Probenmaterial zur Expressionsanalyse individuelle für die im Versuchsablauf verwendeten 
Gene bzw. ihren Expressionssonden erfolgen. Ein anderweitiger Ansatz, nur Gewebeproben 
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mit der höchsten Qualitätsstufe (RIN > 9) zu verwenden, erscheint aufgrund der vorhandenen 
Ischämiezeit bei Entnahme von plazentarem Gewebe und der daraus resultierenden Abnahme 
der RNA-Integrität nicht realistisch. 

Zur Bestimmung eines RIN-Grenzwertes für die weiterführenden Versuche dieser 
Dissertation erfolgte die Einteilung der gewonnen mRNA von zeitgerecht entbundenen 
Plazenten (37. - 42. SSW) gesunder Probandinnen ohne Einnahme von Medikamenten anhand 
der gemessenen RIN-Werte in fünf Gruppen (RIN: > 8; RIN: 8 - 7,1; RIN: 7 - 6,1; RIN: 6 - 5; 
RIN: < 5). Hierbei umfasste jede Gruppe Material aus 10 Gewebeproben. 

Anschließend wurde die Genexpression der acht Zielgene gemessen. Die gewonnen Daten 
wurden einer Varianzanalyse durch den Kruskal-Wallis-Test und folgender Post-hoc-Analyse 
mithilfe Dunn´s Multiple Comparison Test unterzogen. Die Ergebnisse sind in Tab. 3.5 
aufgeführt. 

Tab. 3.5: Ergebnisse der Varianzanalyse der Genexpression in Abhängigkeit der RIN 
Ergebnisse des Kruskal-Wallis-Test und der Post-Hoc-Analyse mithilfe des Dunn’s 
Multiple Comparison Test. Signifikante Veränderungen (p < 0,05) sind fett und kursiv 
hervorgehoben 

 

ABCB1 ABCC1 ABCC2 ABCC3 ABCG2 SLC22A3 SLC22A5 SLCO2B1
p 0,001 <0,0001 0,1077 0,3675 <0,0001 0,004 <0,0001 <0,0001
U 18,38 25,26 7,593 4,296 32,45 15,36 29,44 52,93

>8 vs 8-7,1 >0,9999 0,0736 0,9792 >0,9999 >0,9999 >0,9999 0,1188 >0,9999
>8 vs 7-6,1 >0,9999 0,0236 >0,9999 >0,9999 0,6974 0,6159 0,0127 >0,9999
>8  vs 6-5,1 >0,9999 0,0534 >0,9999 >0,9999 >0,9999 >0,9999 >0,9999 >0,9999

>8 vs <5 >0,9999 >0,9999 >0,9999 0,7861 0,1842 >0,9999 >0,9999 0,0009
8-7,1 vs 7-6,1 >0,9999 >0,9999 >0,9999 >0,9999 >0,9999 >0,9999 >0,9999 >0,9999
8-7,1 vs 6-5,1 >0,9999 >0,9999 >0,9999 >0,9999 >0,9999 >0,9999 >0,9999 0,2056

8-7,1 vs <5 0,0034 0,0123 0,3358 >0,9999 <0,0001 0,1808 0,0036 <0,0001
7-6,1 vs 6-5,1 >0,9999 >0,9999 >0,9999 >0,9999 >0,9999 >0,9999 0,2976 0,8595

6-5,1 vs <5 0,0057 0,0011 0,3168 >0,9999 <0,0001 0,003 <0,0001 <0,0001
7-6,1 vs <6 0,0442 0,0152 >0,9999 >0,9999 0,0062 0,1653 >0,9999 0,055

Kruskal-Wallis-Test

Dunn's Multiple 
Comparison 
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Es konnte nachgewiesen werden, dass bei sechs Genen ein signifikanter Unterschied der 
Genexpression in Abhängigkeit vom RIN-Wert vorliegt. ABCB1, ABCG2, SCL22A3 und 
SCLO2B1 zeigten dabei eine signifikante Abnahme der Expression der Zielgene bei einer 
RIN von < 5 auf. Dabei ist auffallend, dass nur bei SCLO2B1 das Signifikanzniveau zwischen 
der niedrigsten und der höchsten Integritätskategorie aufgezeigt werden konnte. 

ABCC1 und SLC22A5 zeigten ebenfalls eine Abnahme der Expression bei höhergradiger 
Degradation der RNA. Allerdings konnte bei diesen Arzneistofftransportern zusätzlich jeweils 
ein signifikanter Unterschied der höchsten Integritätsstufe (RIN: > 8) zur Gruppe mit guter bis 
moderater Integrität (RIN: 7 - 6,1) dargestellt werden. 

Bei ABCC2 und ABCC3 zeigten sich keine signifikanten Veränderungen der Genexpression 
im Bezug zur RIN. 

Die Darstellung der Ergebnisse erfolgt einzeln für jeden untersuchten Transporter in Abb. 3.7 
und Abb. 3.8. 
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Abb. 3.7: Genexpression von ABCB1, ABCC1, ABCC2, ABCC3 in der humanen Plazenta in 
Abhängigkeit der RIN Darstellung als Box-Plot. Die Whisker sind definiert als 5 bzw. 
95 Perzentile (N = 50; * p < 0,005; ** p < 0,001; *** p < 0,0001; **** p < 0,00001;) 
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Abb. 3.8: Genexpression von ABCG2, SLC22A3, SLC22A5, SLCO2B1in der humanen 
Plazenta in Abhängigkeit der RIN Darstellung als Box-Plot. Die Whisker sind 
definiert als 5 bzw. 95 Perzentile (N = 50; * p < 0,005; ** p < 0,001; *** p < 0,0001; 
**** p < 0,00001;) 
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Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass bei niedriger RNA-Integrität (RIN < 5) der 
Großteil der untersuchten Zielgene eine Verringerung der gemessenen mRNA-Expression 
aufwiesen. 

Die fehlende Abnahme der Expression bei ABCC2 und ABCC3 könnte einerseits an einer 
ausgeprägten Stabilität der mRNA dieser Gene oder aber an einem gleichmäßigen Abbau von 
Ziel- und Housekeeping-Gen liegen. 

Weitergehend fiel bei ABCC1 und SLC22A5 ein signifikanter Anstieg der Expression im 
Bereich einer mittleren RNA-Integrität auf. Als mögliche Ursachen hierfür kommen eine 
Pseudoerhöhung durch einen verhältnismäßigen stärkeren Abbau der Housekeeping-Gen 
mRNA, interindividuelle Unterschiede (z.B. bei genetischen Polymorphismen der 
Probandinnen), als auch ein hypoxie-induzierter Anstieg der mRNA-Konzentration in 
Betracht (118,120). 

Gallego Romero et al. (2014) konnten in ihren Untersuchungen darstellen, dass Unterschiede 
bei hoher und mittlerer RNA-Integrität am ehesten auf interindividuelle Expressionsmuster 
zurückzuführen sind und integritätsabhängige Veränderungen einen geringen Anteil 
ausmachen. Weitergehend wurde von den Autoren der gleichen Studie empfohlen, die 
Grenzwerte der RIN nicht zu hoch zu wählen, da es hierdurch zu einem Ausschluss einer 
Großzahl von Probenmaterial mit einem entsprechenden Verlust der Power der Studien 
kommen würde (120). 

Folgend wurde der RIN-Grenzwert für die folgenden Genexpressionsanalysen dieser 
Promotionsarbeit bei ≥ 5 festgelegt, um eine systematische Veränderung der mRNA 
Expression möglichst auszuschließen, und gleichzeitig eine möglichst große Anzahl an 
Proben in die Studie zu integrieren. 

Proben mit einer RIN < 5 wurden entsprechend verworfen und erneut isoliert. Zeigte sich 
auch nach mehrfacher Wiederholung der Isolation eine niedrige RNA-Integrität musste von 
einer vorrangegangenen Schädigung des Gewebes (z.B. prolongierte Ischämiezeit) 
ausgegangen werden. Entsprechend wurden diese Proben von einer weiteren Analyse 
ausgeschlossen. 

3.8 Proteinanalytische Methoden 

Für die Bestimmung des Proteingehalts relevanter Transportproteine wurde von den 
Plazentaproben zunächst die Membranfraktion isoliert, deren Gesamtproteingehalt bestimmt, 
das Protein-Lysat tryptisch verdaut und im Anschluss mittels Hochleistungs-
Flüssigchromatographie Tandem-Massenspektrometrie (LC-MS/MS) quantifiziert. Alle 
folgend beschriebenen Arbeiten zur Aufarbeitung und Verdau der Proteine wurden auf Eis 
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unter Verwendung von Protein LoBind®-Spitzen und Reaktionsgefäßen  
(Eppendorf, Hamburg, Deutschland) durchgeführt. 

3.8.1 Isolation der Membranproteine 

Für die Ermittlung des Proteingehalts wurden im ersten Schritt die Membranfraktionen aus 
den plazentaren Proben mittels des ProteoExtract™ Native Membrane Extraction Kit (Merck, 
Darmstadt, Deutschland) isoliert. Hierfür wurde zunächst von den bei -80 °C gelagerten 
Plazenten jeweils 50 mg gefrorenes Gewebepulver mit 700 μl kaltem Extraktionspuffer I (mit 
5 μl/ml Protease-Inhibitor) versetz und anschließend für einen Zeitraum von 15 Minuten bei 
40 rpm und 4 °C auf einem Plattformschüttler inkubiert und lysiert. Folgend wurden die 
Proben für weitere 15 Minuten bei 16000 x g und 4 °C zentrifugiert. Der entstandene 
Überstand wurde verworfen und die erhaltenen Pellets in 300 μl Extraktionspuffer II (mit 5 
μl/ml Protease-Inhibitor) resuspendiert. Anschließend erfolgte durch die Inkubation für eine 
Stunde bei 40 rpm und 4 °C auf dem Plattenschüttler die Extraktion der Membranproteine. Im 
Anschluss wurden die Proben erneut für 15 Minuten bei 16000 x g und 4 °C zentrifugiert. Der 
klare Überstand, in dem die Membranfraktion enthalten sind, wurde abgenommen, einer 
Proteinbestimmung zugeführt und bis zur weiteren Analyse bei -80 °C eingefroren. 

Der Gesamtproteingehalt der erhaltenen Gesamtmembranfraktion erfolgte mithilfe des 
Pierce™ BCA Protein Assay Kits (Thermo Fisher Scientific, Braunschweig, Deutschland). 
Hierbei wird ein Bicinchoninsäure-Assay (BCA-Assay) verwendet, der auf der Eigenschaft 
beruht, dass Proteine Kupfer-II-Ionen unter Komplexbildung zu Kupfer-I-Ionen im 
alkalischen Milieu reduzieren. Die entstandenen Kupfer-I-Ion bilden folgend mit der BCA 
einen violetten Farbkomplex mit einem Absorptionsmaximum bei 562 nm, der zum 
Proteingehalt der Ausgangslösung proportional ist. Für die Proteinbestimmung wurden 7 µl 
jeder Probe mit 213 µl einer kalten Phosphatgepufferten Salzlösung (PBS), die kein Calcium 
oder Magnesium beinhaltet, versetzt (≙ 3 % Extraktionspuffer II in Verdünnung). Im 
nächsten Schritt wurde, bestehend aus der Matrix der Proben und Lösungen aus bovinen 
Serumalbumin (BSA) als Referenzprotein mit aufteigender Konzentration, eine 
Kalibrationsreihe erstellt. Anschließend wurden in eine 96-Well-Platte 100 µl der 
Probenmischung und 100 µl der Kalibratoren pipettiert, so dass ein Doppelansatz entstand. 
Die im Kit enthaltenen Reagenzien A und B wurden im Verhältnis 1:50 gemischt. Folgend 
wurden jeweils 100 µl des erhalten Gemisches zu den Probenmischungen und Kalibratoren 
gegeben. Die photometrische Messung bei 562 nm erfolgte am Microplate Reader Synergy 
HAT (BioTek Instruments, Winooski, Vermont, U.S.A.). Zuvor wurden die Proben und 
Kalibratoren bei 37 °C für 45 Minuten inkubiert. Der Gesamtproteingehalt wurde 
schlussendlich unter Verwendung von Gen5™ (BioTek Instruments, Winooski, Vermont, 
U.S.A.) und Microsoft Excel (Microsoft Corporation, Redmont, Washington, U.S.A.) 
berechnet. Für die folgenden Versuche durfte dabei der Gehalt an Protein 2 mg/ml nicht 
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überschreiten, sodass entsprechend Proben mit einen höheren Proteingehalt mithilfe von 
Ammonium Bikarbonat Puffer (50 mM, pH 7,8) auf 2 mg/ml verdünnt wurden. 

3.8.2 Verdau der Proteine 

Zum Verdau der Proteinfraktion wurden zunächst zu 100 µl des isolierten Membranextraktes 
10 µl Dithiothreitol (DTT; 200 mM), 40 µl Ammoniumbikarbonat Puffer (50 mM, 7,8 pH) 
und 10 µl Protease Max™ Surfactant (Promega, Madison, Wisconsin, U.S.A.) gegeben. Das 
erhaltene Gemisch wurde anschließend im Heizblock für 20 Minuten bei 60 °C erhitzt, 
wodurch die enthaltenen Proteine denaturiert wurden. DTT führt hierbei zu einer Auffaltung 
der Proteine durch Spaltung von Disulfidbrücken, in dem es eine Reduktion von Thiol 
erzeugt. Protease Max™ Surfactant ist eine Lösung, die die enzymatische Aktivität von 
Trypsin verstärkt, und damit zu einem verbesserten und beschleunigten Proteinverdau führt. 
Nach Abkühlung der Proben wurde 10 µl Iodacetamid (400 mM) hinzugefügt und die 
erhalten Mischung bei 37 °C im abgedunkelten Wasserbad 15 Minuten inkubiert. Dieser 
Schritt führt zu einer Stabilisierung der Proteine durch Alkylierung. Im Anschluss an die 
beschriebenen Vorbereitungen erfolgte durch die Zugabe von 10 µl Trypsin-Lösung  
(0,05 µg/ µl) und die Inkubation für 16 Stunden bei 37° C der eigentliche Proteinverdau. 
Entsprechend bestand somit bei einen Proteingehalt von 2 mg/ml ein Trypsin/Protein-
Verhältnis von 1:40. Bei Proben mit geringerer Proteinmenge wurde zur Wahrung des 
Verhältnisses weniger Trypsin eingesetzt und das fehlende Volumen durch 
Ammoniumbikarbonat aufgefüllt. Abschließend wurde der Verdau durch die Hinzugabe von 
20 µl Ameisensäure beendet. Bis zur weiteren Bearbeitung wurden die Proben durch 
Einfrieren auf -80 °C konserviert. 

3.8.3 LC-MS/MS-Methode 

Die Proteinquantifizierung erfolgte mit Hilfe der LC-MS/MS-Methode, die den simultanen 
Nachweis einzelner Proteine bzw. den zugehörigen proteospezifischen Peptiden anhand des 
Molekulargewichtes aus einem Probengemisch ermöglicht. Dafür erfolgte zunächst mithilfe 
des Hochleistungsflüssigkeitschromatographen Agilent Technologies 1260 Infinity (Agilent 
Technologies, Waldbronn, Deutschland) die Auftrennung der aus dem Proteinverdau 
erhaltenen Peptide unter Nutzung der chromatographischen Trennsäule Kinetex® (Phenomex 
Ltd., Aschaffenburg, Deutschland) anhand der physikochemischen Eigenschaften. Im 
Anschluss wurden die aufgetrennten Peptide in das Triple Quadrupol-Massenspektrometer 
QTRAP® 5500 System (AB Sciex Germany GmbH, Darmstadt, Deutschland) überführt. 
Anschließend wurde zuerst die Flüssigkeit mit den enthaltenen Peptiden durch eine 
Elektrospray-Ionenquelle in den gasförmigen Aggregatszustand gebracht und Moleküle 
ionisiert. Die entstandenen Peptid-Ionen wurden im nächsten Schritt in den eigentlichen 
Analysator, welcher insgesamt drei Quadrupole darstellt, verbracht. Hier erfolgte auf 



Material und Methoden 

 32 

Grundlage der verschiedenen Massen-Ladungsverhältnisse die Trennung und Detektion der 
einzelnen Peptid-Ionen. Im ersten Quadrupol wurde das im vorangegangenen Schritt 
entstandene Peptid-Ion, welches auch als Mutterion bezeichnet wird, anhand seines Massen-
Ladungsverhältnisses selektiert. Im nachgeschalteten zweiten Quadrupol, der sogenannten 
Kollisionszelle, erfolgte durch den Zusammenstoß des Mutterion mit einem Stoßgas eine 
Fragmentierung. Die nun entstandenen Bruchstücke werden als Tochterionen bezeichnet und 
in das dritte Quadrupol überführt. Hier erfolgte wiederum anhand der Massen-
Ladungsverhältnisse eine erneute Selektion und schlussendlich die Detektion mittels 
Photomultiplier. Die erhaltenen Messdaten verhalten sich dabei proportional zur eingesetzten 
Analytmenge. Zur Quantifizierung der Proben wurde eine am Institut für Pharmakologie der 
Universität Greifswald etablierte und validierte Methode verwendet (122). Die in dieser 
Promotionsarbeit verwendeten Quantifizierungspeptide der untersuchten Transportproteine 
sind in der Tab. 3.6 ersichtlich. 

3.8.4 Peptidsequenzen 

Tab. 3.6: Peptidsequenzen der Zielproteine für die Quantifizierung mithilfe der LC-MS/MS-
Methode Angegeben sind die jeweiligen Peptidsequenzen der Zielproteine der acht 
untersuchten Arzneistofftransporter der humanen Blut-Plazenta-Schranke und die in 
der Voruntersuchung betrachteten Transporter OATP1A2 und MATE1. Die Angabe 
erfolgt mithilfe der Einbuchstaben-Nomenklatur der International Union of Pure and 
Applied Chemistry. 

 

Zielprotein Peptidsequenz

P-gp (MDR1) AGAVAEEVLAAIR

MRP1 DGAFAEFLR

MRP2 LTIIPQDPILFSGSLR

MRP3 IDGLNVADIGLHDLR

OCT3 GIALPETVDDVEK

OCTN2 FEEAEVIIR

OATP2B1 SSPAVEEQQLLVSGPGK

OATP1A2 EGLETNADIIK

MATE1 GGPEATLEVR
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3.9 Statistische Analyse 

Die statistische Auswertung und die grafische Darstellung der Abbildungen erfolgte mithilfe 
der Software GraphPad Prism (GraphPad Software Inc., San Diego, Kalifornien, U.S.A.). 

Zur Varianzanalyse der mRNA- und Proteindaten, die den zeitlichen Verlauf der Gestation 
darstellen, wurde bei unabhängigen Stichproben mit mehr als zwei Gruppen, der nicht 
parametrische Kruskal-Wallis-Test durchgeführt. Bei Vorliegen signifikanter Unterschiede 
erfolgte ein Post-Hoc-Analyse durch Dunn´s Multiple Comparison Test, um eine genauere 
Einordung der Varianz zwischen den Gruppen vornehmen zu können. 

Die Auswertung der mRNA-Datensätze zwischen gesunden Probandinnen und Personen mit 
einer (Prä-)Eklampsie bzw. Gestationsdiabetes erfolgte durch den Mann-Whitney U-Test. 

Zur Beantwortung der Frage, ob zwischen der Genexpression der Zielgene und der 
Expression auf Proteinebene eine Korrelation besteht wurde die Rangkorrelationsanalyse nach 
Spearman verwendet. Hierbei handelt es sich um ein Testverfahren zur Darstellung 
ungerichteter linearer Zusammenhänge für nichtparametrische Daten. Der erhaltene 
Korrelationskoeffizient rs kann Werte von 1 bis -1 annehmen. Ein Ergebnis gegen 0 spricht 
dabei für eine geringe, ein Ergebnis von 1 bzw. -1 für einen starken Zusammenhang. 

Das Signifikanzniveau wurde für die oben genannten Analysen auf p < 0.05 festgelegt. 

Sämtliche Messdaten wurden als Box-Plot visualisiert. Innerhalb der Box befinden sich dabei 
50 % der erhaltenen Messdaten, wodurch der Interquartilsabstand dargestellt ist. Durch den in 
der Box liegenden durgehende Strich wird der Median angegeben. Die Whisker sind in allen 
Abbildungen mit der 5 und der 95 Perzentile definiert, sodass sich 90 % aller Messungen in 
dem abgegrenzten Bereich befinden. Die restlichen 10 % der Daten sind als separate Punkte 
dargestellt. 
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3.10 Material 

3.10.1 Geräte 

 

Gerät Hersteller

Agilent 2100 Bionanalyzer® Agilent Technologies, Waldbronn, Deutschland

Agilent Technologies 1260 Infinity Agilent Technologies, Waldbronn, Deutschland

Eppendorf-Pipetten: Eppendorf Reference® (10/100/250/1000 μl) Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Fast Real-Time PCR-System 7900 HT (Applied Biosystems®) Life Technologies GmbH, Darmstadt, Deutschland

Heraeus Fresco 21 Centrifuge Thermo Fisher Scientific, Braunschweig, Deutschland

Kinetex®, chromatographischen Trennsäule Phenomex Ltd., Aschaffenburg, Deutschland

Kugelmühle, Mikro-Dismembrator U Sartorius AG, Göttingen, Deutschland

Mikrozentrifuge, MiniStar Silverline VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland

MicroAmp™ Snap-On Optical Film Compression Pad (Applied 
Biosystems®) Life Technologies GmbH, Darmstadt, Deutschland

Microplate Reader Synergy HAT BioTek, Winoosk, Vermont, U.S.A.

M-Pact Analystenwaage AX 124 Sartorius AG, Göttingen, Deutschland

M-Pact Präzisonswaage A4202 Sartorius AG, Göttingen, Deutschland

Nano Drop™ ND-1000 Spectrophometer PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland

Pocket Bloc Heizblock Biozym Scientific GmbH, Oldendorf, Deutschland

QTRAP® 5500 System AB Sciex Germany GmbH, Darmstadt, Deutschland

Steril-Werkbank HERAsafe® KS Thermo Fisher Scientific, Braunschweig, Deutschland

Veriti® 96-Well Thermal Cycler (Applied Biosystems®) Life Technologies GmbH, Darmstadt, Deutschland

Vortexer Heidolph REAX 2000 Heidolph Instruments GmbH & Co KG, Schwabenbach, 
Deutschland

Vortexer IKA MS 3 Basic IKA® Works Inc., Wilmington, North Carolina, U.S.A.

Vortex Schüttler NeoLab 7-2020 NeoLab®, Heidelberg, Deutschland
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3.10.2 Reaktionskits für die Molekularbiologie 

 

3.10.3 Verbrauchsmaterial 

 

Reaktionskit Hersteller
Agilent RNA 6000 Nano  (Part Number: 5067 1511) Agilent Technologies, Waldbronn, Deutschland

High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied 
Biosystems® Part Number: 4368814 Life Technologies GmbH, Darmstadt, Deutschland

NucleoSpin miRNA (Art. - Nr. 740971.50) Machery-Nagel GmbH, Düren, Deutschland

NucleoSpin RNA (Art. - Nr. 740955.50) Machery-Nagel GmbH, Düren, Deutschland

Pierce™ BCA Protein Assay Kit ( Katalognummer: 23227) Thermo Fisher Scientific, Braunschweig, Deutschland

ProteoExtract™ Native Membrane Extraction Kit (Cat. 
No.444810) Merck, Darmstadt, Deutschland

TaqMan® Gene Expression Master Mix (Applied Biosystems® 
Part Number: 4369016) Life Technologies GmbH, Darmstadt, Deutschland

TaqMan® Universal Master Mix II (Applied Biosystems® Part 
Number: 4440047) Life Technologies GmbH, Darmstadt, Deutschland

Verbrauchsmaterial Hersteller
Eppendorf Tubes® 0,5/1,5/2,0/5,0 ml Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Eppendorf  Safe Lock Tubes® 0,5/1,5/2,0 ml Eppendorf, Hamburg, Deutschland

ep T.I.P.S.® Standart (10/20/200/1000 μl) Eppendorf, Hamburg, Deutschland

ep Dualfilter T.I.P.S.®  (10/20/100/200 μl) Eppendorf, Hamburg, Deutschland

TaqMan® Low Density Array (TLDA) Micro Fluidic Cards Applied Biosystem, Darmstadt, Deutschland

MicroAmp™ Fast Optical 96-Well Reaction Plate with Barcode 
(Applied Biosystems®, Part Number 4346906)

Life Technologies GmbH, Darmstadt, Deutschland

MicroAmp™ Optical Adhesive Film (Applied Biosystems®, Part 
Number 4311971)

Life Technologies GmbH, Darmstadt, Deutschland
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3.10.4 Chemikalien 

 

3.10.5 TaqMan®Assays 

 

Chemikalie Hersteller
Ameisensäure Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, U.S.A.

β - Mercaptoethanol Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 

Bovines Serumalbumin (BSA) Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 

DL-Dithiotreitol (≥ 98% (HPLC), ≥ 99% /(Titration)) Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, U.S.A.

Ethanol 70 % Universitätsapotheke, Greifswald, Deutschland

Ethanol >99,8 % Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 

Invitrogen™ UltraPure™ Dnase/Rnase-freies destilliertes Wasser Life Technologies GmbH, Darmstadt, Deutschland

Iodacetamid Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, U.S.A.

PBS Pan-Biotech GmbH, Aidenbach, Deutschland

Protease Max™ Surfactant Promega, Madison, Wisconsin, U.S.A.

RNaseZap® RNase Decontamination Solution Life Technologies GmbH, Darmstadt, Deutschland

Seppro™ Ammoniumbikarbonat Puffer Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, U.S.A.

Sequencing Grade Modified Trypsin Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, U.S.A.

Zielgen TaqMan® Assay ID Hersteller

ABCB1 Hs00184500_m1 Life Technologies GmbH, Darmstadt, Deutschland

ABCC1 Hs01561502_m1 Life Technologies GmbH, Darmstadt, Deutschland

ABCC2 Hs00166123_m1 Life Technologies GmbH, Darmstadt, Deutschland

ABCC3 Hs00978473_m1 Life Technologies GmbH, Darmstadt, Deutschland

ABCG2 Hs01053790_m1 Life Technologies GmbH, Darmstadt, Deutschland

SLC22A3 Hs01009568_m1 Life Technologies GmbH, Darmstadt, Deutschland

SLC22A5 Hs00929869_m1 Life Technologies GmbH, Darmstadt, Deutschland

SLC47A1 Hs00217320_m1 Life Technologies GmbH, Darmstadt, Deutschland

SLCO1A2 Hs00366488_m1 Life Technologies GmbH, Darmstadt, Deutschland

SLCO2B1 Hs00217320_m1 Life Technologies GmbH, Darmstadt, Deutschland

18S Hs99999901_s1 Life Technologies GmbH, Darmstadt, Deutschland

SDHA Hs00417200_m1 Life Technologies GmbH, Darmstadt, Deutschland

TBP Hs99999910_m1 Life Technologies GmbH, Darmstadt, Deutschland

YWHAZ Hs00237047_m1 Life Technologies GmbH, Darmstadt, Deutschland
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3.10.6 Software 

 

 

Software Hersteller

BestKeeper tool http:/ /www.gene-quantification.de/bestkeeper.html

Excel (Version: 2011, 2016, 2019) Microsoft Corporation, Redmont, Washington, U.S.A.

Gen5 (Version: 2.01.14) BioTek Instruments, Winooski, Vermont, U.S.A

GraphPad PRISM (Version: 5, 6, 8) GraphPad Software, San Diego, Kalifornien, U.S.A.

PowerPoint (Version: 2019) Microsoft Corporation, Redmont, Washington, U.S.A.

Word (Version: 2010, 2013, 2019) Microsoft Corporation, Redmont, Washington, U.S.A.
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4. Ergebnisse 

4.1 Genexpression bei termingerechter Entbindung und gesunden 

Probandinnen 

Die Darstellung der Expression relevanter Transporter bei termingerechter Entbindung sowie 
gesunden Probandinnen stellt die erste Aufgabenstellung dieser Arbeit dar. 

Eine termingerechte Entbindung liegt nach der Definition der WHO vor, wenn die Geburt 
zwischen der 37. und der 42. SSW erfolgt (123). 355 Gewebeproben aus der Datenbank 
erfüllten diesen Aspekt. Hiervon wurden alle Proben von Plazenten mit Gestosen (z.B. 
Gestationsdiabetes, (Prä-)Eklampsie, Amnioninfektionssyndrom), systemischen maternalen 
Erkrankungen (z.B. arterielle Hypertonie, Asthma bronchiale), regelmäßiger 
Medikamenteneinnahme, Suchtstoffkonsum (z.B. Nikotin, Alkohol) sowie stattgehabter 
Tokolyse und/oder Lungenreifeinduktion ausgeschlossen, so dass schlussendlich Gewebe aus 
156 Plazenten in die Betrachtung integriert werden konnte.  

In Abb. 4.1 ist die Expression der acht ausgewählten Arzneistofftransporter auf mRNA-Ebene 
dargestellt.  

Die stärkste Expression, in Bezug auf den Median des 2-ΔCt-Wertes, zeigte SLC22A3 (8,265). 
Ebenfalls stark exprimiert wurden SLCO2B1 (7,819), ABCB1 (6,657) und ABCG2 (5,731). 
Die mRNA von SLC22A5 (3,384), ABCC1 (2,007) und ABCC3 (1,894) konnte im mittleren 
Bereich nachgewiesen werden. ABCC2 (0,2273) wies hingegen nur eine verhältnismäßig 
geringe Genexpression auf. 

Weiterhin unterscheidet sich die Streuung der mRNA der Transportproteine, beschrieben 
durch den Interquartilabstand, von 6,175 (ABCB1) bis 0,1209 (ABCC2). Die weiteren 
deskriptiven statistischen Kenngrößen sind der Tab. 4.1 zu entnehmen. 
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Abb. 4.1:  Genexpression von Arzneistofftransportern in der humanen Plazenta bei gesunden 
Probandinnen und termingerechter Entbindung (37. – 42. SSW). Dargestellt als 
Box-Plot. Die Whisker sind definiert mit der 5 bzw. 95 Perzentile. (N = 156) 
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Tab. 4.1:  Genexpression von Arzneistofftransportern in der humanen Plazenta bei gesunden 
Probandinnen und termingerechter Entbindung (37. - 42. SSW) Die Daten in der 
Tabelle sind als [2^-ΔCT* 10] angegeben. Die Normierung der Expression der Zielgene 
erfolgte mit SDHA  

 

4.2 Genexpression im zeitlichen Verlauf der Gestation 

Der zeitliche Verlauf der Schwangerschaft wurde auf Grundlage des realen Geburtstermins in 
Relation zum errechneten Geburtstermin betrachtet. Hierbei erfolgte die Einteilung nach den 
Angaben der WHO in die Gruppen term (42. – 37. SSW), moderate preterm (37. - 32. SSW), 
very preterm (32. – 28. SSW) und extremely preterm (< 28. SSW) (123). Die frühste Geburt 
im Probenkollektiv erfolgte in der 24. SSW. Insgesamt lag die Stichprobengröße bei N = 245, 
wobei sich die Aufteilung auf die einzelnen Gruppen stark unterschied (term: N = 156; 
moderate preterm: N = 58; very preterm: N = 19; extremely preterm: N = 12). Das Gewebe 
stammt von Probandinnen ohne Gestosen, systemischen Erkrankungen, 
Medikamenteneinnahme oder Konsum von Suchtstoffen. Bei 24 Proben ist der 
Gewebeentnahme eine Tokolyse und/oder respiratory distress syndrome (RDS)-Prophylaxe 
vorrausgegangen. 

Der Kruskal-Wallis-Test zeigte bei ABCB1, dass sich die Genexpression im zeitlichen Verlauf 
verändert (H = 37,65; p < 0,001). Die anschließend durchgeführte Post-hoc-Analyse (Dunn’s 
Multiple Comparison Test) konnte aufzeigen, dass zwischen termingerechter Entbindung und 
Frühgeburten der Kategorie moderate preterm (p = 0,0002) bzw. very preterm (p < 0,0001) 
das Signifikanzniveau erreicht wurde. Im Vergleich der Mediane zeigten alle Kategorien der 
Frühgeburtlichkeit ein ähnliches Niveau (moderate preterm: 12,1; very preterm: 16,9; 
extremely preterm: 11,33) welches zum errechneten Geburtstermin hin abfällt (term: 6,657) 

ABCB1 ABCC1 ABCC2 ABCC3 ABCG2 SLC22A3 SLC22A5 SLCO2B1

Minimalwert 0,8426 1,027 0,09651 0,6758 1,962 2,071 1,364 3,451

Maximalwert 27,38 5,665 0,9113 11,63 15,08 26,22 7,405 23,99

Spannweite 26,54 4,638 0,8148 10,95 13,12 24,15 6,041 20,54

arithmetisches Mittel 8,103 2,203 0,2546 2,112 6,346 8,669 3,566 8,488

Standartabweichung 5,31 0,792 0,118 1,166 2,632 3,455 1,131 3,193

Variationskoeffizient 65,53% 35,95% 46,34% 55,20% 41,47% 39,85% 31,72% 37,62%

geometrisches Mittel 6,578 2,082 0,2327 1,906 5,838 8,026 3,398 7,957

25% Perzentile 4,105 1,661 0,1818 1,419 4,502 6,705 2,806 6,312

Median 6,657 2,007 0,2273 1,894 5,731 8,265 3,348 7,819

75% Perzentile 10,28 2,624 0,3027 2,516 7,852 10,5 4,191 10,05

Interquantilabstand 6,175 0,963 0,1209 1,097 3,35 3,795 1,385 3,738
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In der Varianzanalyse von SLC22A3 (H = 13,22; p = 0,0042) zeigte sich ein signifikanter 
Unterschied, wobei die folgende Post-hoc-Analyse zwischen termingerechten Entbindungen 
und moderate preterm eine signifikante Varianz zeigte (p = 0,0042). Die Medianwerte fielen 
im Verlauf zunächst von extremely preterm Plazenten (9,401) zu Proben aus den Gruppen 
very preterm (7,904) und moderate preterm (6,240) ab um schlussendlich in der term-Gruppe 
(8,265) wieder anzusteigen. 

SLC22A5 zeigte im Kruskal-Wallis-Test ebenfalls eine signifikante Veränderung (H = 20,56; 
p = 0,001). Durch den Dunn’s Multiple Comparison Test konnte weitergehend eine Varianz 
zwischen der Kategorie der extremely preterm Geburten mit moderate preterm Geburten  
(p = 0,0171) bzw. term Geburten (p = 0,0004) dargestellt werden. Die Medianwerte wiesen 
einen kontinuierlichen Anstieg im zeitlichen Verlauf der Gestation bis zum errechneten 
Geburtstermin auf (extremely preterm: 2,256; very preterm: 2,476; moderate preterm: 3,118; 
term: 3,384) 

Bei drei weiteren Transportern konnte in der Varianzanalyse im Kruskal-Wallis-Test das 
Signifikanzniveau erreicht werden: ABCC2 (H = 8,423; p = 0,0380) ABCC3 (H = 9,234;  
p = 0,00253) ABCG2 (H = 9,825; p = 0,0201). Der Post-Hoc-Test konnte bei der mRNA der 
genannten Proteine keine Unterschiede in der Genexpression der einzelnen Gruppen 
feststellen, so dass zum weiterführenden Vergleich die Medianwerte Verwendung fanden. 

ABCC2 zeigte einen gipfelartigen Verlauf, wobei der Median von extremely preterm (0,2901) 
zu very preterm (0,3518) anstieg um anschließend wieder kontinuierlich zu fallen  
(moderate preterm: 0,286; term: 0,2273). 

Die Genexpression von ABCC3 wies einen stetigen Anstieg im zeitlichen Verlauf auf 
(extremely preterm: 1,359; very preterm: 1,564; moderate preterm: 1,57; term: 1,894). 

ABCG2 zeigte von extremely preterm (4,798) zu very preterm (7,763) einen Anstieg. Im 
weiteren Verlauf verblieb die Expression bei moderate preterm (7,059) stabil, um zum 
errechneten Geburtstermin wieder zu sinken (term: 5,731). 

Die Genexpression der Transporter ABCC1 und SLCO2B1 zeigten keine Veränderungen. Eine 
Post-Hoc-Analyse wurde folglich nicht durchgeführt.  
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Abb. 4.2: Genexpression von ABCB1, ABCC1, ABCC2, ABCC3 in der humanen Plazenta im 
zeitlichen Verlauf Darstellung als Box-Plot. Die Whisker sind definiert als 5 bzw. 95 
Perzentile (N = 245; * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001;) 
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Abb. 4.3:  Genexpression von ABCG2, SLC22A3, ALC22A5, SLCO2B1 in der humanen 
Plazenta im zeitlichen Verlauf Darstellung als Box-Plot. Die Whisker sind definiert 
als 5 bzw. 95 Perzentile (N = 245; * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p < 
0,0001) 

SLC22
A3

SLC22
A3 (

M
od

er
ate

)

SLC22
A3 (

Ver
y)

SLC22
A3 (

Extr
em

ely
)

0

10

20

30

40

G
en

ex
pr

es
si

on
 (2

^-
Δ

C
T*

 1
0)

;
N

or
m

ie
ru

ng
 m

it 
SD

H
A

 

SLC22A3

✱✱

SLC22
A5

SLC22
A5 (

M
od

er
ate

)

SLC22
A5 (

Ver
y)

SLC22
A5 (

Extr
em

ely
)

0

2

4

6

8

G
en

ex
pr

es
si

on
 (2

^-
Δ

C
T*

 1
0)

;
N

or
m

ie
ru

ng
 m

it 
SD

H
A

 

SLC22A5

✱

✱✱✱

SLCO2B
1

SLCO2B
1 (

M
od

era
te)

SLCO2B
1 (

Very
)

SLCO2B
1 (

Extr
em

ely
)

0

10

20

30

G
en

ex
pr

es
si

on
 (2

^-
Δ

C
T*

 1
0)

;
N

or
m

ie
ru

ng
 m

it 
SD

H
A

 

SLCO2B1

ABCG2

ABCG2 (
M

od
er

ate
)

ABCG2 (
Ver

y)

ABCG2 (
Extr

em
ely

)
0

10

20

30

G
en

ex
pr

es
si

on
 (2

^-
Δ

C
T*

 1
0)

;
N

or
m

ie
ru

ng
 m

it 
SD

H
A

 
ABCG2



Ergebnisse 

 44 

4.2.1 Tokolyse und Respiratory Distress Syndrome Prophylaxe 

In der klinischen Praxis wird bei drohender Frühgeburt meist eine Lungenreifungsinduktion 
durch die wiederholte Gabe von hochdosierten Glukokortikoiden initiiert. Hierdurch soll das 
Risiko eines neonatalen respiratory distress syndrome reduziert werden. 

Des Weiteren erfolgt häufig simultan eine Hemmung der bestehenden Wehentätigkeit. Für die 
auch als Tokolyse bezeichnete Therapieform bestand für den Zeitraum der Probengewinnung 
in Deutschland eine Zulassung für zwei Präparate: den β-Blocker Fenoterol sowie den 
Oxytocin-Antagonisten Atosiban (124). 

Hieraus entsteht die Fragestellung, ob plazentares Gewebe von Probandinnen die eine 
Tokolyse und/oder RDS-Prophylaxe erhalten haben in die allgemeine Analyse der 
Transporterexpression des zeitlichen Verlaufs der Gestation integriert werden kann oder sich 
durch die Therapie eine Veränderung der Expressionsmuster ergibt. 

Folgend wurde zur Beantwortung Gewebe von Entbindungen die zwischen der 32. bis 37. 
SSW (moderate preterm) stattfanden verwendet. Die Proben wurde in die Gruppen „keine 
Tokolyse oder RDS-Prophylaxe“ bzw. „Tokolyse und/oder RDS-Prophylaxe“ aufgeteilt. 
Material mit anderweitigen systemischen Erkrankungen, Medikamenteneinnahme, 
Suchtstoffkonsum oder Gestosen wurde ausgeschlossen. Eine einzelne Betrachtung der 
Auswirkungen von Tokolyse oder RDS-Prophylaxe ist bei gleichzeitiger medikamentöser 
Therapie aus dem vorliegenden Daten nicht möglich. Darüber hinaus bestand keine genauere 
Spezifizierung bezüglich der Substanz mit der die Tokolyse durchgeführt wurde. Anhand von 
deutschlandweit erhobenen Daten, die in 95 % den Einsatz von Fenoterol zeigten, ist ebenfalls 
in den meisten Fällen von einer Wehenhemmung durch den genannten β-Blocker auszugehen 
(124). 

Die statistische Analyse erfolgte für jeden Transporter unter Verwendung des  
Mann-Whitney U-Test (p < 0,05). Es zeigten sich keine signifikanten Veränderungen in der 
Genexpression, so dass Proben die eine Tokolyse und/oder RDS-Prophylaxe erhielten zur 
weiteren Analyse verwendet werden konnten. Die Darstellung der Daten erfolgt in Abb. 4.4. 
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Abb. 4.4: Genexpression von Arzneistofftransportern in der humanen Plazenta bei 
Tokolyse/RDS-Prophylaxe Darstellung als Box-Plot. Die Whisker sind definiert als 5 
bzw. 95 Perzentile (N = 58; * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001) 
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4.3 Genexpression bei Gestationsdiabetes 

Die Analyse bezüglich einer Veränderung der Genexpression relevanter 
Arzneistofftransporter bei Vorliegen eines Gestationsdiabetes erfolgte unter Einschluss von 
173 Gewebeproben. Hierbei hatten 17 der verwendeten Proben einen Gestationsdiabetes, 
während 156 Proben der Kontrollgruppe angehörten. Es erfolgte in beiden Gruppen die 
Verwendung von Gewebe aus termingerechten Entbindungen (37. – 42. SSW) ohne weitere 
Gestosen, systemische maternale Erkrankungen, Medikamenteneinnahme (außer Insulin) oder 
Suchtstoffkonsum. Fünf Patientinnen mit Gestationsdiabetes erhielten als Medikation 
subkutan Insulin. Bei den übrigen 12 Probandinnen erfolgte eine diätische Therapie. Drei 
Neugeborene von Müttern mit Gestationsdiabetes wiesen eine fetale Makrosomie auf, die 
durch ein Geburtsgewicht von über 4000 g definiert ist (73). 

Bei Vorliegen eines Gestationsdiabetes konnte bei drei der untersuchten 
Arzneistofftransporter auf mRNA-Ebene eine Veränderung aufgezeigt werden. Die 
Darstellung der Genexpression bei Gestationsdiabetes erfolgt in Abb. 4.5. 

ABCC1 zeigte im Mann-Whitney U-Test eine signifikante Veränderung (U = 839;  
p = 0,0122). Im Vergleich der Medianwerte war eine Abnahme der Expressionsstärke bei 
Auftreten eines Gestationsdiabetes im Vergleich zu gesunden termingerechten Entbindungen 
ersichtlich (Gestationsdiabetes: 1,7; Kontrollgruppe: 2,007). 

Weiterhin konnte in der Varianzanalyse eine Veränderung der Expression der mRNA von 
SLC22A3 nachgewiesen werden (U = 315; p = 0,0355). Die Medianwerte zeigten hierbei eine 
Verringerung der Genexpression von SLC22A3 in Plazenten von Schwangeren mit einem 
Gestationsdiabetes (Gestationsdiabetes: 2,827; Kontrollgruppe: 3,348). 

SLCO2B1 erreichte ebenfalls das Signifikanzniveau im Mann-Whitney U-Test  
(U = 821; p = 0,0092) mit einem Abfall der mRNA Expression bei Gestationsdiabetes  
(Medianwerte: Gestationsdiabetes: 5,837; Kontrollgruppe: 7,819). 

In der Varianzanalyse der Genexpression der fünf weiteren untersuchten Transportproteine 
zeigten sich keine signifikanten Veränderungen. 
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Abb. 4.5:  Genexpression von Arzneistofftransportern in der humanen Plazenta bei 
Gestationsdiabetes Darstellung als Box-Plot. Die Whisker sind definiert als 5 bzw. 95 
Perzentile (N = 173; * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001) 
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Diagnose des PUPP (Pruritic Urticarial Papules and Plaques) -Syndrom, einer polymorphen 
Schwangerschaftsdermatose ohne systemische Auswirkungen auf den Körper. Das Vorliegen 
anderer Gestosen, systemischer maternaler Erkrankungen, Medikamenteneinnahme oder 
Suchtstoffkonsum stellten ein Ausschlusskriterium dar. 

Drei der acht untersuchten Arzneistofftransporter zeigten bei Vorliegen einer (Prä-)Eklampsie 
eine Veränderung der Genexpression. Die Darstellung der Genexpression bei (Prä-)Eklampsie 
erfolgt in Abb. 4.6. 

Die Varianzanalyse zeigte bei ABCC2 eine signifikante Veränderung (U = 417; p = 0,0398). 
Im Vergleich der Medianwerte konnte dabei eine Abnahme der mRNA-Expression in 
Plazenten von Schwangeren mit (Prä-)Eklampsie nachgewiesen werden.  
((Prä-)Eklampsie: 0,1691; Kontrollgruppe: 0,2273) 

SLC22A3 wies im Mann-Whitney U-Test eine signifikante Varianz auf (U = 400; p = 0,0288). 
In Bezug auf die Medianwerte konnte hierbei eine Abnahme der Genexpression bei Auftreten 
einer (Prä-)Eklampsie dargestellt werden. ((Prä-)Eklampsie: 0,6796; Kontrollgruppe: 0,8,265) 

Die Varianzanalyse der Genexpression erreichte bei SLC22A5 das Signifikanzniveau.  
(U = 421; p = 0,0428). Im Vergleich der Medianwerte zeigte sich ebenfalls ein Abfall der 
mRNA bei Vorliegen einer (Prä-)Eklampsie. ((Prä-)Eklampsie: 2,860; Kontrollgruppe: 3,348) 

Die statistische Auswertung der weiteren Arzneistofftransporter konnte keine weiteren 
Veränderungen der Genexpression aufzeigen. 
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Abb. 4.6:  Genexpression von Arzneistofftransportern in der humanen Plazenta bei  
(Prä-)Eklampsie Darstellung als Box-Plot. Die Whisker sind definiert als 5 bzw. 95 
Perzentile (N = 165; * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001) 
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4.5 Proteingehalt bei termingerechter Entbindung und gesunden 

Probandinnen 

Die Darstellung des Proteingehalts relevanter Arzneistofftransporter bei termingerechter 
Entbindung sowie gesunden Probandinnen stellte eine weitere Aufgabe dieser 
Promotionsarbeit dar. 

Analog zu den Einschlusskriterien der Genexpression wurden alle Proben einer 
termingerechten Entbindung, welche nach Definition der WHO zwischen der 37. bis 42. SSW 
lag, betrachtet (123). Ebenfalls wurden alle Plazentaproben von Probandinnen mit Gestosen, 
systemischen maternalen Erkrankungen, regelmäßiger Medikamenteneinnahme, 
Suchtstoffkonsum, sowie stattgehabter Tokolyse und/oder Lungenreifeinduktion 
ausgeschlossen, so dass letztendlich Gewebe aus 145 Plazenten in die Betrachtung 
einbezogen werden konnte. 

In Abb. 4.7 ist die Menge der acht ausgewählten Arzneistofftransporter auf Proteinebene 
dargestellt. Die Expressionsdaten sind dabei in pmol/mg angegeben. 

In Bezug auf den Median zeigten BCRP mit 0,54 pmol/mg und OCTN2 mit 0,46 pmol/mg 
eine starke Expression. Eine mittlere Expressionsstärke war hingegen bei OCT3 (0,28 
pmol/mg), OATP2B1 (0,22 pmol/mg) und P-gp (0,18 pmol/mg) festzustellen. MRP1, MRP2 
und MRP3 zeigten im Median eine Expression die unter der methodischen Nachweisgrenze 
von 0,05 pmol/mg lag. Hieraus ließ sich eine sehr geringe bis fehlende Ausprägung auf 
Proteinebene ableiten. Auffallend ist zudem, dass bei MRP1 und MRP2 eine sehr ausgeprägte 
linksschiefe Verteilung vorlag, was durch das Auftreten weniger Proben mit sehr hoher 
Proteinkonzentrationen bei allgemein geringer Expressionsstärke bedingt sein könnte. 

Darüber hinaus waren deutliche Unterschiede in der Streuung der Proteinexpression, 
dargestellt durch den Interquartilabstand, ersichtlich. Den größten Abstand besaß dabei MRP3 
mit 0,845 pmol/mg und den geringsten P-gp mit lediglich 0,12 pmol/mg.  

Die weiteren deskriptiven statistischen Kenngrößen der nachgewiesenen Proteinmengen sind 
in Tab. 4.2 angegeben. 
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Abb. 4.7: Proteinexpression von Arzneistofftransportern in der humanen Plazenta bei 
gesunden Probandinnen und termingerechter Entbindung (37. - 42. SSW) 
Dargestellt als Box-Plot. Die Whisker sind definiert mit der 5 bzw. 95 Perzentile. In 
Klammern sind die zum Protein zugehörigen Gene angegeben. (N = 145) 
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Tab. 4.2: Proteinexpression von Arzneistofftransportern in der humanen Plazenta bei 
gesunden Probandinnen und termingerechter Entbindung (37. – 42. SSW) Die 
Daten in der Tabelle sind als [pmol/mg] angegeben. Bei Daten die mit * markiert sind 
wurde bei vorliegenden eines zur Berechnung verwendeten Wertes unter der 
methodischen Nachweisgrenze von < 0,05 pmol/mg dieser als 0 definiert  

 

P-gp 
(ABCB1 )

MRP1 
(ABCC1 )

MRP2 
(ABCC2 )

MRP3 
(ABCC3)

BCRP 
(ABCG2)

OCT3 
(SLC22A3) 

OCTN2 
(SLC22A5)

OATP2B1 
(SLCO2B1)

Minimalwert 0,03 < 0,05 < 0,05 < 0,05 < 0,05 0,05 < 0,05 < 0,05
Maximalwert 0,87 0.94 1,48 4,82 4,82 1,33 1,41 1,13
Spannweite 0,84 0,89* 1,43* 4,77* 4,77* 1,28 1,36* 1,08*

arithmetisches Mittel 0,1948 0,1684 0,2694 0,5161 0,6394 0,3435 0,4932 0,2654
Standartabweichung 0,1209 0,262 0,3175 0,6777 0,5993 0,2344 0,2841 0,2116
Variationskoeffizient 62,09% 155,60% 117,80% 131,30% 93,72% 68,23% 57,60% 80,00%

geometrisches Mittel 0,1654 - - - - 0,2729 - -

25% Perzentile 0,11 0 0 0 0,225 0,16 0,275 0,1
Median 0,18 0 0 0 0,54 0,28 0,46 0,22

75% Perzentile 0,23 0,285 0,49 0,845 0,845 0,485 0,7 0,4
Interquantilabstand 0,12 0,285* 0,49* 0,845* 0,62 0,325 0,425 0,3
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4.5.1 Korrelation von Genexpression und Proteingehalt bei termingerechter Entbindung 
und gesunden Probandinnen 

Für die Analyse einer möglichen Korrelation von Genexpression und Proteingehalt relevanter 
Arzneistofftransporter in der humanen Plazenta wurde die Spearman Rangkorrelation 
verwendet. Im Gegensatz zu der Darstellung des reinen Proteingehalts wurden Proben, die in 
der LC-MS/MS-Analytik unter der Bestimmungsgrenze von < 0,05 pmol/mg lagen, aufgrund 
von mathematisch statistischen Aspekten aus der weiteren Analyse ausgeschlossen. 
Entsprechend ergaben sich für die einzelnen Arzneistofftransporter unterschiedliche 
Stichprobengrößen, die in Tab. 4.3 aufgeführt sind. 

Nur einer der acht untersuchten Transportproteine wies eine signifikante Korrelation von 
Genexpression und Proteingehalt auf. ABCB1 bzw. P-gp (MDR1) zeigte hierbei einen positiv 
linearen Zusammenhang mit einem Korrelationskoeffizienten von rs = 0,2293 (p = 0,006). Die 
Effektstärke der Korrelation kann nach Cohen (1992) als schwach bis mittel angegeben 
werden (125). Die Korrelation ist in Abb. 4.8 dargestellt. 

Die weiteren Ergebnisse der statistischen Analyse sind in der Tab 4.3 enthalten. 

 

Abb. 4.8: Korrelation der Genexpression von ABCB1 und des Proteingehalts von P-gp  
(N = 144) 
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Tab. 4.3: Korrelationsanalyse von Genexpression und Proteingehalt von 
Arzneistofftransportern der humanen Plazenta Ergebnisse der Rangkorrelation nach 
Spearman. Signifikante Veränderungen (p < 0,05) sind fett und kursiv hervorgehoben 

ABCB1        

P-gp

ABCC1 

MRP1

ABCC2 

MRP2

ABCC3 

MRP3

ABCG2 

BCRP

SLC22A3 

OCT3 

SLC22A5 

OCTN2

SLCO2B1 

OATP2B1

Spearmann 

Korrelations-

koeffizient

0,2293 0,2404 (-0,03503) (-0,09185) 0,1448 0,1328 -0,07762 0,0767

95% Konfidenz-

intervall

0,06346 - 

0,3829

(-0.03457) - 

0, 4816

(-0,2511) - 

0,1843

(-0,3246) - 

0,1514

(- 0,02912) - 

0,3102

(- 0,03574) - 

0,2940

(-0,2433) - 

0,09250

(- 0,09781) - 

0,2466

p-Wert 0,006 0,077 0,7488 0,446 0,093 0,113 0, 3568 0,3748

N 144 55 86 71 136 145 143 136
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5. Diskussion 

Die Blut-Plazenta-Schranke stellt die molekularbiologische Struktur dar, die den Stoff- und 
Informationsaustausch zwischen dem maternalen und fetalen Organismus ermöglicht. Die 
Mechanismen, die zur Überwindung der drei bis vier Schichten umfassenden Barriere zur 
Verfügung stehen, beinhalten neben den passiven Transportprozessen der Diffusion und der 
erleichterten Diffusion auch die aktiven Vorgänge der Pinozytose und Phagozytose, sowie 
den spezifischen Stofftransfer durch Transportproteine, der sowohl passiv als auch 
energieabhängig stattfinden kann (16). 

Beispiele für Substrate, die passiv mithilfe von den oben genannten Prozessen transportiert 
werden, sind Glukose, welches mithilfe von verschiedene Glukosetransportern (GLUT1, 
GLUT3, GLUT4) durch erleichterte Diffusion in den fetalen Blutkreislauf gelangt, als auch 
Eisen, dass gebunden an Transferrin und vermittelt durch den Transferrin-Rezeptor 1 durch 
Endozytose aufgenommen wird (13). 

Beispiele für physiologische Substrate, die mithilfe eines energieabhängigen Transporters die 
Blut-Plazenta-Schranke überwinden sind das proinflammatorische Eikosanoid Leukotrien C4, 
das durch das Protein MRP1 in den fetalen Blutkreislauf transportiert werden kann. Weitere 
Stoffe die durch MRP1 ebenfalls im Stande sind die Zellmembran in maternofetaler Richtung 
zu überschreiten sind sulfonierte Steroidhormone wie Estron-3-Sulfat (E3S) oder exogen 
zugeführte Substanzen wie Folsäure (126). 

Die zuvor beschriebenen Wege des transplazentaren Stofftransportes mithilfe passiver als 
auch aktiver Prozesse ermöglichen es neben Nährstoffen, Spurenelementen und Hormonen 
allerdings auch potenziell teratogenen Substanzen, wie etwa die in der Therapie 
verschiedenster Erkrankungen eingesetzten Medikamente, den Fetus zu erreichen. Auf der 
anderen Seite stellen insbesondere die energieabhängigen Transporter auch ein effektives 
System zum Efflux von Xenobiotika dar, und dienen damit dem Schutz. Die möglichen 
Interaktionen sind dabei vor allem von der Richtung des durch den jeweiligen Transporter 
vermittelten Prozesses abhängig. 

Beispielhaft transportieren die apikal gelegenen Arzneistofftransporter P-gp und BCRP 
Substrate vom Synzytiotrophoblasten in die mütterliche Blutzirkulation bzw. der basal 
lokalisierten Transporter OCT3 Stoffe aus dem fetalen Blut in den Synzytiotrophoblasten, 
wodurch der Fetus vor schädlichen Substanzen geschützt wird. Im Gegensatz dazu vermitteln 
OCTN2 und MRP1 einen Influx von Substraten in den Synzytiotrophoblasten bzw. in den 
fetalen Blutkreislauf und könnten damit akzidentiell den Fetus gegenüber teratogenen oder 
toxischen Substanzen exponieren (127). 
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Die relevanten Arzneistofftransporter der humanen Plazenta können anhand ihrer 
molekularbiologischen Struktur bzw. dem Spektrum transportierter Substrate in verschiedene 
Familien eingeteilt werden. 

Die erste Familie ist die der ABC-Membranproteine, deren Gemeinsamkeit der aktive 
Transport von Substraten auch gegen bestehende Konzentrationsgradienten unter 
Energieverbrauch durch Hydrolyse von ATP ist. Eine Ausnahme diesbezüglich bilden drei 
ATP-abhängige Ionenkanäle (SUR1, SUR2, CFTR), die im Bereich der humanen  
Blut-Plazenta-Schranke allerdings keine Bedeutung haben (128). Die in dieser 
Promotionsarbeit dargestellten ABC-Membranproteine mit einer hohen Relevanz für den 
Transport von Arzneistoffen in der humanen Plazenta sind P-gp (ABCB1), MRP1 (ABCC1), 
MRP2 (ABCC2), MRP3 (ABCC3) und BCRP (ABCG2). 

Eine zweite große Gruppe wird durch die SLC-Transporter gebildet, die sich in über 50 
Genfamilien gliedern. Die SLC-Membranproteine nutzen entweder einen elektrochemischen 
Gradienten oder ein Konzentrationsgefälle aus, damit ihre jeweiligen Substrate die 
Zellmembran überwinden können (129). Im Gegensatz zu den ABC-Transportern weisen die 
SLC-Membranproteine in ihrer molekularen Struktur und ihren Transportmechanismen 
erhebliche Unterschiede auf, so dass die Einteilung in die jeweiligen Familien auf einem 
ähnlichen Spektrum an transportierten Substraten beruht (130). Die für den 
Arzneistofftransport der Blut-Plazenta-Schranke bedeutsamen SLC-Membranproteine 
umfassen drei Transporter die zwei verschiedenen Genfamilien entspringen. Aus der Familie 
SLCO (ehem. SLC21) konnte in dieser Arbeit der Transporter OATP2B1 (SLCO2B1) in 
hohen Mengen im plazentaren Gewebe nachgewiesen werden. Mitglieder dieser Genfamilie 
umfassen die organic anion transporting polypeptides (OATP), welche vornehmlich 
hydrophilen organischen Anionen mit einer Größe von über 300Da das Überwinden der 
Zellmembran ermöglichen (131). Aus der Familie SLC22 stammen zwei plazentarelevante 
Transportproteine. Das erste Transmembranproteine ist OCT3 (SLC22A3), welches zur 
Subfamilie der organic cation transporter (OCT) gehört. Transporter dieser Subfamilie sind 
Uniporter, die vornehmlich organischen Kationen mittels erleichterter Diffusion den 
Zellmembranübertritt ermöglichen. Insbesondere Monoamin - Neurotransmitter wie 
Serotonin, Dopamin und Noradrenalin werden durch OCT3 transportiert (132). Das zweite 
Transportprotein stellt OCTN2 (SLC22A5) dar, das der Subfamilie der organic cation 
transporter novel bzw. organic cation/carnitine transporter (OCTN) angehört. 
Interessanterweise besitzt OCTN2 zwei verschiedene Transportmechanismen. Der erste ist ein 
Natrium/Carnitin - Kotransport, der zweite ein natriumunabhängiger Uniport durch 
erleichterte Diffusion (133). 
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In der Abbildung Abb. 5.1 sind die in dieser Promotionsarbeit untersuchten und für den 
Arzneistofftransport relevant betrachteten Transporter mit ihrer Lokalisation innerhalb der 
Blut-Plazenta-Schranke abgebildet. Die Tabelle Tab. 5.1 zeigt nochmals ausgewählte 
Substrate der untersuchten Transportproteine. 

 

Abb. 5.1: Relevante Arzneistofftransporter der Blut-Plazenta-Schranke Darstellung der für 
den Arzneistofftransport relevanten ABC (braun) - und SLC (grün) - Transporter der 
humanen Blut-Plazenta-Schranke. Transporter mit schwacher Expression sind 
hellbraun/- grün mit gepunkteter Umrandung dargestellt. Die Lokalisation von BCRP, 
MRP3 und OCT3 im fetalen Endothel sind bisher nicht bekannt. 

Tab. 5.1: Ausgewählte Substrate der relevanten Arzneistofftransporter der humanen Plazenta 

 

MDR1 BCRP MRP1 MRP2 MRP3

MDR1

BCRP
MRP1

MRP1

MRP3

Synzytiotrophoblast

Fetales

Zytotrophoblast

Endothel

OCT3

OCT3

OCTN2

OATP
2B1

OATP
2B1

Transporter Ausgewählte Substrate
MDR1 Digoxin, Loperamid, Irinotecan, Doxorubicin, Vinblastin, Paclitaxel, Fexofenadin
BCRP Statine, MTX, Irinotecan, Topotecan, Mitoxantrone, Imatinib, Sulfat-Konjugate
MRP1 Difloxacin, MTX, Irinotecan, Topotecan, Ritonavir, Glucuronid/Sulfat-Konjugate
MRP2 Valsartan, Olmesartan, MTX, Mitoxantron, Etoposide, Gluthation/Glucuronid-Konjugate
MRP3 MTX, Fexofenadin, Glucuronid-Komjugate
OCT3 Metformin, Cimetidin, Atropin, Lidocain, Oxaliplatin, Lamivudine, Katecholamine

OCTN2 Verapamil, Amisulpirid, Colistin, Etoposide, Oxaliplatin, Imatinib, L-Carnitin
OATP2B1 Statine, Sartane, Triptane, Sulfsalazin, Glyburide, MTX, Doxorubicin, Imitinib
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5.1 Genexpression im zeitlichen Verlauf der Gestation 

Die im vorherigen Abschnitt genannten acht Transportproteine konnten durch diese 
Promotionsarbeit in der Blut-Plazenta-Schranke in relevanter Menge auf mRNA- und 
Proteinebene nachgewiesen werden, und stellen damit potenziell wichtige Strukturen für den 
Influx und Efflux von Arzneistoffen dar. Der dadurch vermittelte Kontakt bzw. Schutz des 
Fetus gegenüber den jeweiligen Substratspektren der einzelnen Transportproteine kann dabei 
entscheidend für die Teratogenität einer Substanz sein. 

Die Anzahl der Studien bezüglich der Expression der genannten Arzneistofftransporter in der 
humanen Plazenta zum Zeitpunkt des errechneten Geburtstermins, sowie der Veränderung 
von Expressionsmustern im Verlauf der Gestation oder bei Diagnose bedeutsamer 
Schwangerschaftserkrankungen wie Gestationsdiabetes oder (Prä-)Eklampsie ist, wie es in der 
folgenden Diskussion im Einzelnen aufgezeigt wird, gering und enthält teilweise 
widersprüchliche Ergebnisse. Weitergehend ist die Aussagekraft der Arbeiten aufgrund der 
häufig sehr geringen Probenanzahl deutlich eingeschränkt. Die Aufgabe dieser 
Promotionsarbeit war entsprechend, die systematische Darstellung der Expressionsmuster auf 
mRNA- und Proteinebene und die mögliche Korrelation der erhaltenen Daten. Die hierbei 
gewonnenen Ergebnisse sollen in den folgenden Abschnitten mit der gegenwärtigen 
Studienlage verglichen und diskutiert werden. Es erfolgt dabei zunächst die einzelne 
Betrachtung der untersuchten Arzneistofftransporter für den Verlauf einer komplikationslosen 
Gestation und abschließend die Diskussion der Veränderungen im Rahmen der Gestosen des 
Gestationsdiabetes und der (Prä-)Eklampsie. 

ABCB1, welches das Transportprotein P-gp (MDR1) kodiert, stellt das am drittstärksten 
exprimierte Gen der untersuchten Arzneistofftransporter dar. Es konnte in dieser 
Promotionsarbeit gezeigt werden, dass die Expressionsstärke bei gesunden Probandinnen 
große interindividuelle Unterschiede aufweist. Diese Resultate stehen in Einklang mit den 
Ergebnissen von Gil et al. (2005) die ebenfalls eine große Variabilität zwischen den einzelnen 
Probandinnen aufzeigten (134).  

Ursächlich hierfür könnte das Vorliegen von verschiedenen single nucleotid polymorphism 
(SNP) innerhalb der Studienpopulation mit konsekutiven Veränderungen der 
Expressionsstärke sein. Tanabe et al. (2001) konnten hierbei zeigen, dass das Auftreten der 
Mutationen T-129C und G2677A/T zu einer Abnahme des Proteingehaltes von P-gp in der 
humanen Plazenta führt. Der häufigste Polymorphismus C3435T hingegen führte zu keiner 
Veränderung des Proteingehaltes (135). Eine weitere Arbeit bezüglich der Auswirkung von 
SNP im ABCB1-Gen in der humanen Plazenta von Hitzl et al. (2004) zeigte ein konträres 
Ergebnis. Hier wurde eine Abnahme von P-gp bei Vorliegen der Mutation C3435T 
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festgestellt. G2677A/T hingegen führte nur bei zusätzlichem Auftreten einer  
C3435T-Mutation zu einer weiteren Abnahme der Proteinkonzentration. Des Weiteren 
untersuchten die Autoren auch mögliche Veränderungen der mRNA von ABCB bei den SNP 
C3435T und G2677A/T, wobei keine signifikanten Alterationen des Expressionsmusters 
nachgewiesen werden konnte (136). Das Exome Sequencing Project des National Heart, Lung 
and Blood Institute weist in seiner Datenbank mit Stand vom 22.04.2021 171 SNP in der 
kaukasisch und 138 SNP in der afrikanisch-stämmigen amerikanischen Bevölkerung auf 
(137). Die Auswirkung der meisten dieser genetischen Polymorphismen auf die 
Expressionsstärke der mRNA von ABCB1 bzw. des Proteins P-gp ist bisher nicht bekannt. 
Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass das Auftreten von SNP in der 
Studienpopulation wahrscheinlich einen Anteil zu den erheblichen interindividuellen 
Unterschieden der Expressionsstärke beigetragen hat, wobei zur genauen Einschätzung der 
Effekte weitere Studien notwendig sind.  

Weitergehend könnten die starken Unterschiede auch durch eine zirkadiane Veränderung der 
Expression von ABCB1, die Einnahme bestimmter Nahrungsmittel (z.B. Grapefruitsaft, 
Grüner Tee), subklinisch verlaufende Infektionen und Krankheiten oder lokale Ischämien 
begünstig sein (138–146). Für die genannten Einflussfaktoren muss einschränkend bemerkt 
werden, dass ein Großteil der Studien Tiermodelle verwendet hat und die Expression in 
intestinalen, hepatischen bzw. renalen Geweben untersucht wurde. Darüber hinaus wurde in 
einigen Studien nicht die direkte Expression, sondern die Aufnahme von P-gp-spezifischen 
Substraten gemessen, so dass keine Unterscheidung getroffen werden kann, ob eine 
Veränderung der Gen- bzw. Proteinexpression, posttranslationale Modifikationen oder 
kompetitive bzw. nicht-kompetitive Hemmungen für die Unterschiede ursächlich waren.  

Im zeitlichen Verlauf zeigte sich eine Abnahme des mRNA-Gehaltes im Verlauf des letzten 
Trimesters der Schwangerschaft von ABCB1 zum errechneten Geburtstermin. Hierdurch 
konnten die Beobachtungen mehrerer Arbeitsgruppen, die auf mRNA- und Proteinebene 
einen progredienten Abfall der Expressionsstärke im Verlauf der Gestation beginnend vom 
Maximum in der 6. SSW beschrieben haben, gestützt werden (32,134,147,148).  

Die Funktion von P-gp mit seinem breiten Spektrum an Substraten (Tab. 5.1) liegt im Schutz 
des Fetus vor potenziell teratogenen bzw. toxischen Substanzen. Die in Mausmodellen 
gewonnen Erkenntnisse, dass ein Verlust von den in Nagetieren äquivalenten Genen 
mdr1a/mdr1b zu einem Anstieg von P-gp-Substraten im Fetus führt und daraus folgend ein 
essentieller Bestandteil der Blut-Plazenta-Schranke ist, konnte durch mehrere Arbeitsgruppen 
anhand von humanen Plazenta-Perfusions-Modellen bestätigt werden (149–151). Warum es 
im Verlauf der Gestation zu einer Abnahme des Gehalts von ABCB1 und P-gp kommt, ist 
derzeitig unklar. Als mögliche Ursache kann angenommen werden, dass der Fetus zu Beginn 
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der Schwangerschaft eine höhere Vulnerabilität für teratogene Effekte aufweist und 
entsprechend einen stärkeren Schutz benötigt, der durch einen höheren Gehalt an P-gp 
geleistet werden könnte. 

ABCG2 wird stark in der humanen Plazenta zum termingerechten Entbindungszeitpunkt 
exprimiert, und stellt das viertstärkste der acht betrachteten Transporter dar. Es kodiert für das 
Transportprotein BCRP. Die anhand dieser Studie gewonnen Daten zeigen weiterhin im 
Verlauf des letzten Trimesters einen Trend zu einem Abfall der mRNA zum errechneten 
Geburtstermin hin, wobei keine signifikanten Unterschiede nachgewiesen werden konnten. 
Diese Resultate stimmen mit den Ergebnissen von Meyer zu Schwabedissen et al. (2006) 
überein, in der ebenfalls ein Abfall der mRNA von ABCG2 und simultan von BCRP im 
dritten Trimester gezeigt werden konnte (152). Zwei weitere Studien, die den Verlauf der 
mRNA von ABCG2 über die gesamte Schwangerschaft betrachteten, zeigten eine stabile 
Expressionsstärke ohne signifikante Unterschiede zwischen den Trimestern. Bezüglich der 
Veränderungen von BCRP ergaben diese Arbeiten allerdings gegensätzliche Ergebnisse. 
Während Mathias et al. (2005) eine konstante Expression über die gesamte Gestation zeigten, 
konnte die Arbeitsgruppe von Yeboah et al. (2006) einen signifikanten Anstieg des 
Transportproteins zum Zeitpunkt einer termingerechten Entbindung nachweisen (34,147). 
Wiederum andere Resultate wurden durch die Arbeitsgruppe von Anoshchenko et al. (2020) 
generiert. Hier konnte ein signifikanter Abfall des Proteingehalts von BCRP um 55 % vom 
ersten zum dritten Trimester und um 42 % vom zweiten zum dritten Trimester nachgewiesen 
werden (148). 

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass sich die aktuelle Studienlage als sehr 
inhomogen darstellt. Entsprechend wurden die vorhanden Arbeiten kritisch auf vorliegende 
Limitationen geprüft, um die Veränderungen von ABCG2 und BCRP im zeitlichen Verlauf 
der Gestation besser einschätzen zu können. 

Bei Mathias et al. (2005) und Yeboah et al. (2006) werden die Resultate vorrangig durch die 
geringe Größe der Studienpopulation (N = 16 bzw. N = 29) kompromittiert. Weitergehend 
fehlten in beiden Studien Angaben, ob termingerecht oder frühgebärende Probandinnen unter 
Gestosen wie z.B. (Prä-)Eklampsie, Gestationsdiabetes oder einer systemischen Infektion mit 
potenziellen Auswirkungen auf die Gen- und Proteinexpression litten. Darüber hinaus 
existieren bei Yeboah et al. (2006) keine Daten bezüglich der Gewebeproben aus 
Schwangerschaftsabbrüchen, ob diese aus medizinischer Indikation oder elektiv durchgeführt 
wurden. Bezogen auf die Probenanzahl weisen die Publikationen von Anoshchenko et al. 
(2020) und Meyer zu Schwabedissen et al. (2006) mit N = 49 bzw. N = 58 eine ausreichende 
Größe auf. Bei Anoshchenko et al. (2020) fehlt bezüglich des Probenmaterials aus 
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Frühschwangerschaften die Information, wodurch diese erhalten wurden (z.B. elektiver Abort, 
spontan Abort, Biopsiematerial). 

Auf die Genexpressionsanalyse bezogen, wurde in den Arbeiten von Mathias et al. (2005) und 
Yeboah et al. (2006) keine Kontrolle der RNA-Integrität nach erfolgter Isolation 
durchgeführt. Hierdurch besteht die Möglichkeit, dass die erhaltenen Resultate durch eine 
schwankende RNA-Qualität beeinflusst wurden. Die isolierte mRNA in der Studie von  
Meyer zu Schwabedissen et al. (2006) wurde hingegen mittels einer Elektrophorese in 
Agarose-Gel nach Ethidium-Bromid-Färbung kontrolliert, so dass die erhaltenen Ergebnisse 
der Genexpression eine höhere Validität besitzen. 

Bezüglich der Proteinexpression ist anzumerken, dass die Analyse ausschließlich bei 
Anoshchenko et al. (2020) mittels dem aktuellen Goldstandart der LC-MS/MS-Technik 
erfolgte, wohingegen Mathias et al. (2005), Yeboah et al. (2006) und  
Meyer zu Schwabedissen et al. (2006) die semiquantitative Bestimmung durch ein Western-
Blot durchgeführt haben. 

Abschließend ist nach der kritischen Betrachtung der einzelnen Studien von einer Abnahme 
der Konzentration von ABCG2 und BCRP über die Gestation und vor allem im dritten 
Trimester auszugehen. Zur weiteren Validierung dieser Annahme sind ergänzende Studien 
mit einer entsprechend großen Anzahl an Proben und systemischen Erhebungen von 
Komorbiditäten als mögliche Einflussfaktoren erforderlich. 

Die ABC-Transporter ABCC1, ABCC2 und ABCC3 zeigten in der Blut-Plazenta-Schranke die 
geringste mRNA-Expression von den als für den Arzneistofftransport relevant eingestuften 
Transportproteinen.  

ABCC1 weist in den Proben, die für dieser Arbeit ausgewertet wurden, im Verlauf des letzten 
Trimesters keine Änderung der Expressionsstärke auf. Mason et al. (2011) konnten ebenfalls 
aufzeigen, dass es zu keinem Abfall oder Anstieg der Genexpression im Vergleich von 
plazentarem Gewebe aus Frühgeburten (25. – 33. SSW) zu Termingeburten kommt. Darüber 
hinaus konnte die Arbeitsgruppe die Ergebnisse auch auf Proteinebene reproduzieren (153). 
Pascolo et al. (2003) zeigten jedoch, dass die mRNA von ABCC1 vom ersten (9. – 10. SSW) 
zum dritten Trimester (38. – 42. SSW) um das Vierfache ansteigt (154). Zusammenfassend 
spricht die aktuelle Studienlage für einen Anstieg der Genexpression zu Beginn der 
Schwangerschaft um im letzten Trimester wiederum eine konstante Stärke zu behalten. 

Die Genexpression von ABCC2 zeigt nach gegenwärtiger Studienlage laut Meyer zu 
Schwabedissen et al. (2005) sowohl im letzten Trimester, und nach Pascolo et al. (2003) auch 
über den gesamten Zeitraum der Gestation einen Anstieg der Expressionsstärke (154,155). 
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Die in dieser Promotionsarbeit generierten Daten konnten innerhalb des dritten Trimesters 
hingegen keine signifikanten Veränderungen der mRNA von ABCC2 nachweisen. 
Entsprechend dieser kontroversen Datenlage sind weitere Expressionsstudien von ABCC2 
notwendig. Dabei sollte eine besondere Betrachtung möglicher exogener bzw. endogener 
beeinflussender Faktoren stattfinden. Beispielhaft führt das Flavonoid Hesperidin, welches in 
vielen Zitrusfrüchten enthalten ist, im Tiermodell zu einem Abfall des mRNA-Gehaltes von 
ABCC2 in Leber und gastrointestinalem Gewebe (156). Extrakte von Ginkgo biloba hingegen 
verursachten im in vitro Zellmodell einen Anstieg der Genexpression (157). Entsprechend 
sind in Analogie Veränderungen der Expression im Bereich der humanen Plazenta denkbar. 

In den generierten Daten weist die mRNA von ABCC3 im Verlauf des dritten Trimesters 
einen leichten Anstieg der Expressionsstärke auf, ohne dabei das Signifikanzniveau zu 
erreichen. Der in dieser Promotionsarbeit dargestellte leichte Anstieg unterstützt die von 
Imperio et al. (2019) gefundene deutliche Zunahme des mRNA-Gehaltes vom ersten  
(7. - 9. SSW) bis zum dritten Trimester (> 37. SSW) um mehr als das Vierfache (158). Die 
Ergebnisse von Pascolo et al. (2003) hingegen konnten keine Änderung der Genexpression 
von ABCC3 im zeitlichen Verlauf der Gestation zeigen (9. - 10. SSW; 38. - 42. SSW) (154). 
Zusammenfassend spricht die gegenwärtige Datenlage für einen Anstieg der Genexpression 
von ABCC3 in der humanen Plazenta im Verlauf der Gestation. 

Bei den in dieser Promotionsarbeit ausgewerteten Proben zeigte SLC22A3 die stärkste 
Genexpression zum Zeitpunkt der termingerechten Entbindung. Weitergehend konnte 
dargestellt werden, dass der mRNA- Gehalt von SLC22A3 in der humanen Plazenta im 
Verlauf des dritten Trimesters zunächst eine Tendenz zur Abnahme der Expression zeigt, 
wobei allerdings das Signifikanzniveau nicht erreicht wird. Am errechneten Geburtstermin 
hingegen kommt es wieder zu einem signifikanten Anstieg der Genexpression. Zwei weitere 
Studien untersuchten ebenfalls den Verlauf der Expression der mRNA innerhalb der 
Gestation. Ahmadimoghaddam et al. (2013) konnten dabei zwischen dem ersten Trimester  
(9. - 12. SSW) und dem dritten Trimester (38. - 40. SSW) einen Abfall der Genexpression 
darstellen (159). Lee et al. (2013) hingegen konnten über die gesamte Schwangerschaft in den 
einzelnen Trimestern (6. - 12 SSW; 13. - 25. SSW; 38. - 42. SSW) keine Veränderung 
nachweisen (160). Bezüglich des Verlaufes der Proteinexpression zeigten Anoshchenko et al. 
(2020) einen signifikanten Anstieg des kodierten Transporters OCT3 im Vergleich vom ersten 
Trimester zur termingerechten Entbindungen um den Faktor 2 (148). Insgesamt ist die 
Studienlage der Genexpression sehr widersprüchlich. Nimmt man ein ähnliches Verhalten von 
Gen- und Proteinexpression an, so zeichnet sich gegenwärtig eher ein Anstieg von 
SLC22A3/OCT3 im zeitlichen Verlauf der Schwangerschaft ab. Abschließend kann 
festgehalten werden, dass weitere Studien auf mRNA- und Proteinebene zur Bestätigung 
dieser Annahme zwingend notwendig sind. 
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Die Genexpression von SLC22A5, welches für das Transportprotein OCTN2 kodiert, zeigte 
im Vergleich der untersuchten Gene dieser Studie eine mittelgradige Expressionsstärke und 
liegt zum Zeitpunkt der termingerechten Entbindung auf Platz fünf der untersuchten 
Arzneistofftransporter. In dieser Studie zeigte der mRNA-Gehalt im Verlauf des letzten 
Trimesters einen kontinuierlichen und signifikanten Anstieg. Diese Ergebnisse stehen im 
Einklang mit den Resultaten von Bai et al. (2019), die auf mRNA- und Proteinebene einen 
Anstieg zwischen dem ersten Trimester (8. - 10. SSW) und dem dritten Trimester  
(38. - 40. SSW) feststellen konnten (161). Grube et al. (2005) publizierten hingegen 
widersprüchliche Daten, die für das letzte Trimester im Vergleich von Frühgeburten (< 37. 
SSW) und Termingeburten (38. - 42. SSW) eine leichte Abnahme der mRNA um 15 % 
beschreiben. Hierbei wurde allerdings das Signifikanzniveau nicht erreicht (48). 
Zusammenfassend spricht die gegenwärtige Studienlage für eine kontinuierliche Zunahme der 
Gen- und Proteinexpression im zeitlichen Verlauf der Gestation.  

Der Grund für den Anstieg von SLC22A5 und OCTN2 ist höchstwahrscheinlich durch seine 
Funktion als Transporter für L-Carnitin begründet. Das Transmembranprotein stellt in der 
Blut-Plazenta-Schranke den bedeutsamsten Transporter für L-Carnitin dar (48,49,161). Eine 
ausreichende perinatale Versorgung mit L-Carnitin ist für den Fetus essenziell. Es wird vor 
allem nach der Entbindung für eine ausreichende Deckung des gestiegenen Energiebedarfs 
des Neugeborenen, welcher postnatal hauptsächlich durch β-Oxidation gewonnen wird, 
benötigt. Weitergehend ist L-Carnitin ein wichtiger Bestandteil der mitochondrialen 
Atmungskette und spielt durch seine Beteiligung in der Surfactant-Produktion eine 
entscheidende Rolle für die pränatale Lungenreifung (162). Die Studien von Nakano et al. 
(1989) und Shenai et al. (1984) konnten aufzeigen, dass der Gehalt von L-Carnitin im fetalen 
Gewebe im Verlauf der Schwangerschaft zunimmt und zum errechneten Geburtstermin sein 
Maximum erreicht (163,164). 

Ein Anstieg der Expression von SCL22A5 bzw. OCTN2 im Verlauf der Gestation ermöglicht 
es allerdings auch, aufgrund der maternofetalen Richtung des Transportes, dass vermehrt 
kationischen Xenobiotika mit potenziell toxisch oder teratogenen Effekten den Fetus 
erreichen können. Überraschend ist, wie in dieser Promotionsarbeit auch dargestellt, dass es 
im gleichen Zeitintervall zu einem Abfall der ABCB1- bzw. P-gp-Expression in der humanen 
Plazenta mit konsekutivem Verlust von Transportkapazitäten auf der Seite der 
Effluxtransporter kommt, wodurch die Schutzfunktion der Blut-Plazenta-Schranke zusätzlich 
geschwächt wird.  

Abschließend kann konstatiert werden, dass ein Anstieg der Expression von SLC22A5 und 
OCTN2 aus physiologischen Aspekten für eine ausreichende Versorgung des Fetus mit  
L-Carnitin sinnvoll erscheint. Der durch den höheren Expressionslevel des Transporters 
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möglicherweise ebenfalls gestiegene Influx von Xenobiotika erscheint durch die verminderte 
Vulnerabilität des Fetus für teratogene Effekte im Verlauf der Gestation als tolerabel. 

SLCO2B1, welches das Transportprotein OATP2B1 kodiert, zeigte zum Zeitpunkt des 
errechneten Geburtstermins unter den untersuchten Transportern die zweithöchste 
Genexpression. Im Verlauf des letzten Trimesters der Schwangerschaft konnte in dieser 
Promotionsarbeit eine konstante Expressionsstärke der mRNA aufgezeigt werden. 
Widersprüchliche Resultate wurden von Petrovic et al. (2015) erzielt. Hier zeigte sich eine 
Abnahme der Genexpression von SLCO2B1 von Frühgeburten (32,8 ± 2,5 SSW) zu 
Termingeburten (39,0 ± 0,8 SSW) auf mRNA-Ebene. In der simultan durchgeführten 
Bestimmung des kodierten Transporters OATP2B1 konnte hingegen keine signifikanten 
Veränderungen aufgezeigt werden (165). Eine weitere Untersuchung von Anoschenko et al. 
(2020) verglich die Expression von OATP2B1 auf Proteinebene in den einzelnen Trimestern. 
Hierbei konnte dargestellt werden, dass der Probengehalt vom ersten (9 ± 1,5 SSW) zum 
zweiten Trimester (16,7 ± 2,8 SSW) signifikant abfiel und im weiteren Verlauf bis zum 
termingerechten Geburtstermin konstant blieb (148). Die gegenwärtige Studienlage zur 
Expression von SLCO2B1 bzw. OATP2B1 in der humanen Plazenta ist sehr begrenzt. 
Zusätzlich weisen die bisher veröffentlichten Arbeiten von Petrovic et al. (2015) und 
Anoshchenko et al. (2020) mit N = 29 bzw. N = 49 im Vergleich zu dieser Promotionsarbeit 
mit N = 245 eine vergleichsweise geringe Probenzahl auf. Trotzdem unterstützen die 
Ergebnisse von Anoschenko et al. (2020) die in dieser Arbeit gewonnenen Resultate, dass die 
Expression von SLCO2B und OATP2B1 im letzten Trimester keine Veränderung aufweist. 
Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die aktuelle Studienlage einen Abfall von 
OATP2B1 vom ersten zum zweiten Trimester beschreibt und sich im Verlauf des letzten 
Trimesters eine konstante Expression von SLCO2B1 und OATP2B1 einstellt. Weiterführende 
Studien, die sowohl die Expression der mRNA von SLCO2B1 als auch des Transportproteins 
OATP2B1 betrachten, sind für die Bestätigung dieser Annahme unabdingbar. 

Die starke Expression von SLCO2B1 und OATP2B1 kann zum einen darin begründet sein, 
dass der im Synzytiotrophoblasten basal exprimierte Transporter mit seinem breiten Spektrum 
an transportierten Substraten einen wichtigen Anteil der Barrierefunktion der  
Blut-Plazenta-Schranke bildet, um den fetalen Organismus vor potenziell schädlichen 
Xenobiotika zu schützen. Anderseits stellt OATP2B1 zusammen mit OAT4 die in der 
humanen Plazenta wichtigsten Transporter für sulfonierte Steroide, wie z.B. E3S und 
DHEAS, dar (57,166). Beide Substrate müssen aktiv in die Plazenta transportiert werden, 
damit sie dort zu Östrogenen weiter verstoffwechselt werden können. Das plazentare Gewebe 
ist aufgrund des Fehlens des Enzyms Steroid-17α-Hydroxylase/17,20 Lyase nicht imstande 
selbständig die genannten Vorstufen zu produzieren, so dass der Transport von E3S und 
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DHEAS ein essenzieller Teilprozess ist, damit die Plazenta ihre Aufgabe eines endokrinen 
Organs erfüllen kann (167). 

Ein weiterer Teil dieser Promotion befasste sich mit der Veränderung der Genexpression von 
relevanten Arzneistofftransportern bei den häufigsten Gestosen. 

5.2 Genexpression bei Gestationsdiabetes 

In der Einleitung wurde bereits dargestellt, dass bei Auftreten eines Gestationsdiabetes über 
inflammatorisch wirksame Zytokine eine komplexe Signalkaskade aktiviert wird, in deren 
Rahmen eine Veränderung von relevanten Transportproteinen im Bereich der  
Blut-Plazenta-Schranke als möglich erscheint. 

Die in dieser Dissertation erzeugten Ergebnisse konnten diese Annahme bestätigen. Hierbei 
ist ersichtlich, dass bei Vorliegen eines Gestationsdiabetes eine signifikante Veränderung des 
mRNA-Gehaltes bei drei der acht untersuchten Transporter auftrat. 

ABCC1 wies hierbei eine Abnahme der Genexpression im humanen plazentaren Gewebe auf. 
Die Resultate der Arbeitsgruppe von Kozłowska-Rup et al. (2014), die immunhistochemisch 
den von ABCC1 kodierten Transporter MRP1 in gesunden und an Gestationsdiabetes 
erkrankten Probandinnen dargestellt haben, unterstützen diese Ergebnisse. In der genannten 
Arbeit konnte eine Abnahme der Expression des Transportproteins im Bereich des 
Synzytiotrophoblasten bei Vorliegen eines Gestationsdiabetes gezeigt werden (168). Eine 
mögliche Erklärung für die Abnahme des Gehalts von ABCC1 bzw. MRP1 könnte die 
zelluläre Antwort auf die Zunahme von oxidativem Stress und damit reaktiven 
Sauerstoffspezies im Rahmen eines Gestationsdiabetes sein. Mueller et al. (2005) konnten 
exemplarisch in Endothelzellen feststellen, dass MRP1 für die Exkretion von  
Glutathion-Disulfid (GSSG) aus der Zelle verantwortlich ist. Durch eine Abnahme des 
Transportproteins würde folglich GSSG in der Zelle akkumulieren und aufgrund der 
beschriebenen gleichzeitigen Zunahme der Aktivität der Gluthation-Reduktase, das 
Redoxpotential der Zelle durch einen höheren Gehalt von Glutathion vergrößern, wodurch der 
oxidative Stress auf zellulärer Ebene abgefangen werden könnte (169). 

Weiterhin zeigte sich im plazentaren Gewebe der Probandinnen bei vorliegenden 
Gestationsdiabetes ein signifikanter Abfall der Expression von SLC22A3. Weitere Studien, 
die die Veränderung von SLC22A3 bzw. OCT3 bei Gestationsdiabetes bzw. die Expression in 
der humanen Plazenta betrachten, sind zum gegenwärtigen Zeitpunkt nicht vorhanden. 

Publikationen zu SLC22A3 bzw. OCT3 bei Diabetes mellitus Typ 2 hingegen sind reichlich 
vorhanden. Das Interesse für diesen Transporter beruht auf dem ubiquitären Vorkommen des 
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Proteins und seinen Transportfähigkeiten für das orale antidiabetische First-Line-Medikament 
Metformin (170). Infolge der zunehmenden Bedeutsamkeit einer individualisierten 
Arzneimitteltherapie entstanden entsprechend mehrere Studien, die sich mit genetischen 
Polymorphismen von SLC22A3 in Bezug auf einen Diabetes mellitus beschäftigten. In einer 
genetischen Studie innerhalb einer iranischen Population konnten Mahrooz et al. (2016) 
zeigen, dass der SNP rs3088442 G>A, der sich in der 3‘-UTR-Region des SLC22A3-Gens 
befindet, mit einem signifikant geringeren Risiko für das Auftreten eines Diabetes mellitus 
Typ 2 assoziiert ist (171). Durch die Mutation wird die 3‘-UTR-Region in ihrer Struktur so 
verändert, dass die microRNA-147 eine höhere Bindungsaffinität besitzt (172). Diese 
Interaktion bewirkt dabei eine Verringerung der Expression der mRNA von SLC22A3 sowie 
des Gehaltes des Transportproteins OCT3 im Gewebe (62). Entsprechend ist bei vorliegender 
diabetischer Stoffwechsellage eher von einer Erhöhung der Expression von SLC22A3 und 
OCT3 auszugehen. Auf dieser Grundlage ist es überraschend, dass SLC22A3 in der humanen 
Plazenta bei Gestationsdiabetes erniedrigt ist. Wenn man allerdings die hieraus folgenden 
Veränderungen für das Gewebe – Reduktion des proinflammatorischen Zytokin IL6, 
Verringerung der Interaktion von Leukozyten und Endothel, verminderte 
Monozyteninfiltration – in Betracht zieht, erscheint die Abnahme der Konzentration von 
SLC22A3 bzw. des Gehalts von OCT3 nachvollziehbar. Hierdurch könnten die in der 
Einleitung beschriebenen proinflammatorischen Prozesse, die im Rahmen des 
Gestationsdiabetes auftreten im Gewebe der Plazenta abgemildert werden (172). 

SLCO2B1 zeigte ebenfalls in der humanen Plazenta einen signifikanten Abfall der Expression 
bei Vorliegen eines Gestationsdiabetes. Auch für diesen Transporter gibt es aktuell keine 
weiteren Publikationen, welche die Veränderung im Rahmen eines Gestationsdiabetes 
betrachten. Eine Studie von Gravel et al. (2019), die die Veränderung von Enzymen und 
Transportern im humanen Duodenum bei Auftreten eines Diabetes mellitus Typ 2 betrachtet, 
konnte einen Anstieg der SLCO2B1-Expression um ca. 20 % zeigen (173). In Analogie zu 
SLC22A3 bzw. OCT3 zeigt sich eine inverse Veränderung der Expression bei Auftreten eines 
Gestationsdiabetes in der Plazenta im Vergleich zu der Reaktion von Gewebe bei Diabetes 
mellitus Typ 2. Studien, welche die molekularbiologischen Auswirkungen bzw. Ursachen des 
Anstiegs von SLCO2B1 bei Manifestation eines Diabetes mellitus Typ 2 betrachten, existieren 
derzeitig nicht. Folgend kann auch keine Ableitung bezüglich der Abnahme der Expression 
von SLCO2B1 in der humanen Plazenta vorgenommen werden.  

Für die fünf weiteren Transportproteine zeigte sich keine signifikante Veränderung der 
Genexpression. Diese Ergebnisse werden durch die Resultate von Anger et al. (2012) für zwei 
Arzneistofftransporter unterstützt. Die Arbeitsgruppe konnte darstellen, dass die mRNA von 
ABCG2 und ABCC2 keine quantitativen Veränderungen bei Auftreten eines 
Gestationsdiabetes erfahren. Weitergehend konnte aufgezeigt werden, dass die kodierten 
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Transporter BCRP bzw. MRP2 keine Änderung ihrer Expressionsstärke aufwiesen. 
Widersprüchlich hingegen sind die Ergebnisse der Arbeitsgruppe zur Expression von ABCB1, 
welche im Gegensatz zu den Resultaten dieser Promotionsarbeit einen signifikanten Anstieg 
der mRNA von ABCB1 nachweisen konnte. Dieses führte allerdings zu keiner Veränderung 
des Proteingehaltes von P-gp, so dass anzunehmen ist, dass die Transportfunktion der Blut-
Plazenta-Schranke unbeeinflusst bleibt (174). Demzufolge sind weitere Studien nötig, die die 
Änderung der mRNA von ABCB1 betrachten, um eine endgültige Aussage treffen zu können. 

In Zusammenschau der in dieser Promotionsarbeit generierten Daten zur Veränderung des 
Expressionsmusters relevanter Arzneistofftransporter in der humanen Plazenta mit den in der 
Literatur bekannten Auswirkung der Veränderung der beschriebenen Transportproteine bei 
Diabetes mellitus Typ 2 ergibt sich Anhalt, dass die Abnahme der Expression der Transporter 
MRP1 (ABCC1) und OCT3 (SLC22A3) dazu dienen, die im Rahmen der diabetischen 
Stoffwechsellage entstehenden negativen Auswirkungen auf das plazentare Gewebe durch 
oxidativen Stress bzw. proinflammatorische Reaktionen abzudämpfen. Weitere Studien, die 
sich explizit den molekularbiologischen Folgen der beschriebenen Änderungen der 
Expression im plazentaren Gewebe bei Diagnose eines Gestationsdiabetes widmen sind 
notwendig um diese Annahme zu bestätigen. Ebenso werden weitere Studien benötigt, um die 
Ursache bzw. Auswirkung der Abnahme der Expression von SLCO2B1 bzw. OATP2B1 
einzuschätzen. 

5.3 Genexpression bei (Prä-)Eklampsie 

Die zweite Gestose, die im Rahmen dieser Promotionsarbeit auf Veränderungen der 
Genexpression relevanter Arzneistofftransporter untersucht wurde, ist die Eklampsie bzw. 
deren Vorstufe die Präeklampsie. Bei Vorliegen dieser Erkrankungen kommt es, wie bereits 
in der Einleitung erörtert, zu einer anomalen Plazentation mit hypoxischen Zuständen, die im 
Endeffekt zu einer Inhibition von Signalmolekülen wie TFG-β1, VEGF und PlGF führen. 
Hierdurch kommt es zu einer verminderten Aktivierung von Tyrosinkinasen und damit der 
Signalübertragung in die jeweilige Zelle, so dass eine Veränderung von relevanten 
Transportproteinen im Bereich der Blut-Plazenta-Schranke im Rahmen einer fehlenden 
Aktivierung von Signalkaskaden als möglich erscheint. 

Die Resultate, die in dieser Promotionsarbeit erzeugt wurden, konnten diese Annahme 
bestätigen. Bei Vorliegen einer (Prä-)Eklampsie zeigten sich signifikante Veränderungen des 
mRNA-Gehaltes von drei der acht untersuchten Arzneistofftransporter. 

Aus der Familie der ABC-Transporter wies lediglich ABCC2 eine Veränderung der 
Genexpression auf. Die mRNA des Genes, welches für den Transporter MRP2 kodiert, zeigte 
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bei Auftreten einer (Prä-)Eklampsie eine Abnahme der Expression im plazentaren Gewebe. 
Die Ergebnisse der Arbeitsgruppe von Yu et al. (2019) unterstützen diese Resultate. In der 
genannten Publikation konnte sowohl eine Reduktion der Genexpression von ABCC2 als auch 
eine Verringerung des Proteingehalts von MRP2 dargestellt werden (175). Gegensätzliche 
Ergebnisse hingegen wurden durch Williams et al. (2012) generiert, die im Rahmen einer 
(Prä-)Eklampsie keine Veränderungen der mRNA von ABCC2 oder des Proteingehalts von 
MRP2 zeigen konnten. Die Aussagekraft dieser Arbeit ist allerdings aufgrund signifikanter 
Unterschiede der beiden Stichproben in Bezug auf Geburtstermin (Kontrollgruppe: 39,4 ± 1,1 
SSW; (Prä-)Eklampsie: 37,6 ± 2,6 SSW; p < 0,05) und dem Homocystein-Spiegel im fetalen 
(Kontrollgruppe: 12,3 ± 1,7 lmol/L; (Prä-)Eklampsie: 7,6 ± 0,6 lmol/L; p < 0,05) und 
maternalen Blut (Kontrollgruppe: 9,9 ± 0,9 lmol/L; (Prä-)Eklampsie: 7,6 ± 0,6 lmol/L; p < 
0,05) kritisch zu bewerten (176). Die unterschiedlichen Entbindungszeitpunkte dürften zu 
mindestens für die Genexpression von ABCC2 irrelevant sein, da, wie in dieser 
Promotionsarbeit bereits dargestellt, es zu keiner signifikanten Änderung der 
Expressionsstärke der mRNA im letzten Trimester kommt. 

In Würdigung der aktuellen Studienlage ist bei Diagnose einer (Prä-)Eklampsie gegenwärtig 
von einer Reduktion der Genexpression von ABCC2 und der Proteinfraktion von MRP2 
auszugehen. Folgend käme es zu einer Abnahme der Effluxkapazitäten des 
Synzytiothrophoblasten, wodurch die Schutzfunktion der Plazenta eingeschränkt würde. In 
Betrachtung weiterer pathophysiologischer Aspekte könnte eine Reduktion von 
ABCC2/MRP2 allerdings auch den Schutz von Plazenta und Fetus verbessern. Zu den 
Substraten von MRP2 gehört neben Arzneistoffen auch Folsäure, welches durch das 
Transmembranprotein aus der Zelle transportiert wird (177). Eine Abnahme des 
Proteingehalts von MRP2 könnte somit eine Reaktion der Zelle auf den verminderten Influx 
von Folsäure, welcher durch eine Abnahme der Folsäuretransporter Folat-Rezeptor-α und 
Protonengekoppelter Folattransporter im Rahmen einer (Prä-)Eklampsie auftritt, sein und 
helfen, den intrazellulären Folatgehalt aufrecht zu erhalten. Folsäure und seine Derivate 
agieren dabei nicht nur als Radikalfänger und Antioxidant, sondern scheinen auch ein 
wichtiger Kofaktor der Angiogenese zu sein, und könnten so den ischämiebedingten 
Schädigungen der Plazenta entgegenwirken (176,178). 

Für die genaue Feststellung der Veränderung der Transporterexpression im Rahmen dieser 
Gestose, insbesondere auf Proteinebene, und die Einordnung der Auswirkungen der 
Veränderungen auf die Schutzfunktion, Folsäuregehalt und Angiogenese der Plazenta sind 
weiteren Studien unerlässlich. 

SLC22A3, welches den Arzneistofftransporter OCT3 kodiert, wies in der humanen Plazenta 
ebenfalls einen signifikanten Abfall der Genexpression bei Vorliegen einer (Prä-)Eklampsie 
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auf. Ähnliche Resultate konnten durch die Arbeit von Botallico et al. (2004) und Kojovic et 
al. (2020) generiert werden, die ebenfalls eine verminderte Genexpression von SLC22A3 
aufzeigten (179,180). Überraschend dazu sind die von Kojovic et al. (2020) erzeugten Daten 
zu dem Verhalten von OCT3 im Rahmen einer (Prä-)Eklampsie, die einen signifikanten 
Anstieg des Transportproteins darstellen konnten (180). 

OCT3 stellt durch sein Spektrum an transportierten Substraten, die neben exogenen 
Arzneistoffen auch körpereigene Monoamine und insbesondere Serotonin (5-HT) beinhalten, 
für die Pathophysiologie der (Prä-)Eklampsie einen interessanten Gesichtspunkt dar. 5-HT 
konnte wiederholend als ein potenter Vasokonstriktor plazentarer Gefäße dargestellt werden 
(181,182). Weitergehend zeigt sich im Plasma von Schwangeren, bei denen eine  
(Prä-)Eklampsie diagnostiziert wurde, eine deutlich erhöhte Konzentration von 5-HT 
(183,184). Karahoda et al. (2020) konnten in ihrer Arbeit darlegen, dass die Plazenta zur 
Aufrechterhaltung eines ausgeglichenen Serotoninspiegels, 5-HT sowohl aus der maternalen 
als auch aus der fetalen Blutzirkulation aufnehmen kann, um dieses durch die in den 
Synzytiotrophoblasten exprimierte Monoaminoxidase-A (MAO-A) abzubauen. Hierbei 
erfolgt der Transport aus dem mütterlichen Blut mithilfe des Serotonintransporters (SERT) 
und aus dem fetalen Blut durch OCT3 (185). Durch mehrere Arbeitsgruppen konnte bereits 
eine Verminderung der Expression von MAO-A aufgezeigt werden, der aufgrund des dadurch 
entstehenden verminderten Abbaus von Monoaminen als Ursache für den erhöhten Gehalt an 
5-HT diskutiert wurde (184,186). Die durch Botallico et al. (2004), Kojovic et al. (2020) und 
dieser Arbeit gewonnen Ergebnisse konnten eine Abnahme der mRNA von SLC22A3 
nachweisen. Auf Proteinebene zeigt sich paradoxerweise bei Kojovic et al. (2020) ein Anstieg 
des Proteingehalts von OCT3. Sollte sich in weiteren Studien ein Anstieg des Proteingehaltes 
bestätigen, könnte es sich dabei um eine Reaktion der Zellen handeln, die 5-HT-Hämostase 
durch eine verstärkte Aufnahme in den Synzytiotrophoblasten und Abbau von 5-HT aufrecht 
zu erhalten. Auch aus pharmakologischen Gesichtspunkten wäre eine Beteiligung von OCT3 
interessant, da dieses Transportprotein durch verschiedene Substanzen aus der 
Wirkstoffklasse der Antidepressiva inhibiert wird (187). Aus dem weitverbreiteten Einsatz 
von Antidepressiva bei jüngeren Menschen, und damit auch bei Frauen im gebärfähigen 
Alter, ergibt sich hiermit ein relevantes Interaktionspotential bezüglich der Entstehung einer 
(Prä-)Eklampsie bzw. der Auswirkungen einer fortbestehenden Pharmakotherapie bei 
Patientinnen mit einer (Prä-)Eklampsie. 

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass sowohl durch einen Abfall von SERT als 
auch MAO-A die Regulation den Serotoninspiegels im Bereich der Plazenta empfindlich 
gestört werden kann. Um die 5-HT Hämostase aufrecht zu erhalten, erscheint ein Anstieg von 
OCT 3 sinnvoll. Folgend sind weitere Studien, die dieses Verhalten des Transportproteins bei 
Diagnose einer (Prä-)Eklampsie bestätigen unabdingbar. Darüber hinaus sind ebenfalls 
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weitere Arbeiten notwendig, um die Regulationsmechanismen darzustellen, die bei 
verringerter Genexpression von SLC22A3 einen Anstieg von OCT3 ermöglichen. 

Ein weiteres Gen aus der SLC-Familie, dass bei aufgetretener (Prä-)Eklampsie eine 
signifikante Veränderung aufwies, ist SLC22A5. Das den Transporter OCTN2 kodierende 
Gen zeigte hierbei einen Abfall der mRNA Konzentration im Vergleich zu gesunden 
Probandinnen. Die in dieser Promotionsarbeit erzeugten Daten werden durch die Ergebnisse 
von Chang et al. (2011) gestützt. Die Arbeitsgruppe zeigte bei einer deutlich kleineren 
Probandenanzahl (N = 18) ebenfalls eine signifikant verringerte Genexpression von 
SLC22A5. Weiterführend konnte in der gleichen Publikation auch eine Abnahme des 
Proteingehalts des Arzneistofftransporters OCTN2 nachgewiesen werden (188). Die zuvor 
von Rytting et al. (2007) postulierte konträre Annahme, dass die mRNA von SLC22A5 im 
Rahmen einer (Prä-)Eklampsie ansteigt und die Proteinmenge von OCTN2 keine 
Veränderung erfährt, welches durch die von der Arbeitsgruppe durchgeführten in vitro-
Versuche mit BeWo-Zellkulturen unter hypoxischen Bedingungen begründet wurde, konnte 
damit in vivo gegenwärtig nicht bestätigt werden (189). 

In Zusammenschau der vorliegenden Publikationen und den Ergebnissen dieser 
Promotionsarbeit ist von einer Abnahme der Expression von SLC22A3 und OCTN2 bei  
(Prä-)Eklampsie auszugehen. 

Weitergehend kann konstatiert werden, dass eine Verringerung von OCTN2, der in der 
humanen Blut-Plazenta-Schranke den wichtigsten L-Carnitin Transporter stellt, zu einem 
Carnitindefizit mit weitreichenden Folgen (z.B. eingeschränkte postnatale β-Oxidation, 
eingeschränkte Surfactantproduktion) für den fetalen Organismus führen kann 
(48,49,161,162). 

Für die weiteren fünf Transportproteine, die in dieser Promotionsarbeit untersucht wurden, 
zeigte sich keine signifikante Veränderung der Genexpression. Diese Ergebnisse können 
allerdings durch die gegenwärtig vorhandenen Publikationen nicht vollumfänglich bestätigt 
werden.  

ABCB1 zeigte in der Arbeit von Yu et al. (2019) einen signifikanten Abfall des  
mRNA-Gehalts sowie korrespondierend eine Verringerung der Proteinmenge von P-gp in der 
humanen Plazenta. Die Aussagekraft der Studie wird allerdings durch die geringe Anzahl an 
Probandinnen (N = 17) eingeschränkt (175). Die Publikation von Mason et al. (2011), welche 
die Ergebnisse dieser Promotionsarbeit stützen, konnten hingegen keine signifikanten 
Veränderungen von ABCB1 und P-gp darstellen. Auch die Resultate dieser Publikation sind 
aufgrund geringer Probandenanzahl (N = 6 - 10) sowie Entnahme von Probenmaterial in der 
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Gruppe der (Prä-)Eklampsie von Probandinnen mit Frühgeburten (Median: 30,3 SSW; 
entsprechend “very preterm“) mit deutlichen Limitationen behaftet (153). Eine weitere Studie 
von Dunk et al. (2018) wiederum erzielte differenziert Resultate, wobei die Expression der 
mRNA von ABCC1 keine Veränderungen aufwies, der Gehalt des Transportproteins P-gp 
dagegen einen deutlichen Abfall zeigte (190). 

Anhand der aktuellen Studienlage mit widersprüchlichen Ergebnissen, teilweise geringen 
Stichprobengrößen und starken methodischen Einschränkungen kann das Verhalten von 
ABCB1 und P-gp bei Schwangeren mit diagnostizierter (Prä-)Eklampsie schwer eingeschätzt 
werden, so dass weitere Studien unabdingbar sind. 

Ein weiterer Arzneistofftransporter, dessen Veränderungen der Gen- und Proteinexpression 
bei diagnostizierter (Prä-)Eklampsie der Probandinnen gut untersucht ist, stellt BCRP 
(ABCG2) dar. In dieser Promotionsarbeit konnte bezüglich der Genexpression keine 
Veränderung im Vergleich zu unkomplizierten Schwangerschaften gezeigt werden. Ähnliche 
Resultate wurden durch die Arbeitsgruppen von Jebbink et al. (2015), Afrouzian et al. (2018), 
Williams et al. (2012) und Ruebner et al. (2012) erbracht. Jebbink et al. (2015) und Williams 
et al. (2012) konnten ergänzend auch zeigen, dass sich ebenfalls die Proteinexpression bei 
Schwangeren mit einer (Prä-)Eklampsie nicht verändert. Afrouzian et al. (2018) hingegen 
konnten ihn ihrer Publikation einen Anstieg des Arzneistofftransporters BCRP aufzeigen 
(176,191–193). Gegenläufige Ergebnisse ergaben die Arbeiten von Yu et al. (2019) und 
Kojovic et al. (2020) die jeweils einen signifikanten Abfall von mRNA und Protein darstellen 
konnten (175,180). Allen Veröffentlichungen gemein ist eine für Studien an plazentaren 
Geweben relativ hohe Stichprobengröße die von 17 (Yu et al.) bis 104 (Jebbink et al.) 
Probandinnen reicht. 

In Zusammenschau der vorliegenden Arbeiten deutet sich gegenwärtig an, dass keine 
Veränderungen der Genexpression von ABCG2 bei Diagnose einer (Prä-)Eklampsie in der 
humanen Plazenta auftreten. Die Ergebnisse der Proteinexpression sind deutlich 
widersprüchlicher, so dass keine abschließende Aussage getroffen werden kann und weitere 
Studien benötigt werden. 

Die Genexpression von ABCC1 zeigte in dieser Promotionsarbeit keine signifikante 
Veränderung in der Expressionsstärke. Diese Ergebnisse stehen damit nicht in Einklang mit 
den Resultaten anderer Publikationen. Die Arbeitsgruppen von Yu et al. (2019) und  
Kojovic et al. (2020) konnten jeweils eine Abnahme der mRNA von ABCC1 im Rahmen einer  
(Prä-)Eklampsie darstellen, wobei Yu et al. (2019) ergänzend auch einen Abfall des kodierten 
Transportproteins MRP1 aufzeigte (175,180). Die Arbeitsgruppe von Afrouzian et al. (2018) 
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erzielte wiederum gegensätzliche Ergebnisse, die einen Anstieg der Gen- und 
Proteinexpression von ABCC1 und MRP1 nachwiesen (192). 

Innerhalb der gegenwärtigen Studienlage bestehen deutliche Diskrepanzen zu dem Verhalten 
der Gen- bzw. Proteinexpression von ABCC1 bzw. MRP1 in der humanen Plazenta bei 
Diagnose einer (Prä-)Eklampsie, so dass weitere Studien zwingend erforderlich sind. 

Ein weiterer Transporter, für den in dieser Arbeit keine Änderung der Genexpression 
dargestellt werden konnte, ist ABCC3, welcher das Transportprotein MRP3 kodiert. Die 
Daten, die aus der Literaturrecherche gewonnen werden konnten, sind auf wenige Ergebnisse 
aus Microarray-Experimenten begrenzt. Sitras et al. (2009) gelang es diesbezüglich einen 
signifikanten Unterschied der Genexpression von ABCC3 in Probandinnen mit Präeklampsie 
aufzuzeigen, der durch eine 2,3-fache Abnahme der Konzentration der mRNA 
gekennzeichnet war. Für die Ergebnisse der Studie in Bezug auf ABCC3 bleibt allerdings 
kritisch anzumerken, dass eine Überprüfung der Resultate mittels RT-qPCR nicht erfolgte. 
Weiterhin ist die Aussagekraft der Studie durch die Auswahl der Studienpopulation, die nur 
schwere Verlaufsformen der Präeklampsie (RRsyst > 160mmHg; schwere Proteinurie, 
Diagnosekriterien des HELLP-Syndroms) berücksichtigte, deutlich eingeschränkt (194). Die 
Arbeitsgruppe von Enquobahrie et al. (2008) konnte in einer Studienpopulation, die das 
gesamte Spektrum der Präeklampsie umfasste, übereinstimmend mit den Resultaten dieser 
Promotionsarbeit, keine signifikanten Veränderungen der Genexpression aufzeigen. 
Wiederum muss erwähnt werden, dass auch in dieser Arbeit keine Überprüfung der 
Ergebnisse für ABCC3 aus Microarray-Analyse durch RT-qPCR erfolgte (195). 
Zusammenfassend ist gegenwärtig nicht von einer geänderten Genexpression von ABCC3 in 
humanen plazentaren Geweben bei (Prä-)Eklampsie auszugehen. Zur weiteren Verifikation 
dieser Aussage und ob eine Übertragung der Ergebnisse auf die Proteinexpression von MRP3 
vorhanden ist, sind weiterführenden Studien unabdingbar. 

Bezüglich der Veränderungen von SLCO2B1 und dem zugehörigen Transportprotein 
OATP2B1 im Rahmen einer (Prä-)Eklampsie ist die Datenlage äußerst rar. Neben den in 
dieser Promotionsarbeit erhobenen Daten existiert nur eine weitere Studie aus dem Jahr 2020. 
In dieser zeigte die Arbeitsgruppe von Kojovic et al. (2020) einen signifikanten Anstieg 
sowohl der mRNA von SLCO2B1 als auch des kodierten Transporters OATP2B1 im Gewebe 
der humanen Plazenta (180). Die Ergebnisse der Genexpression stehen damit im Widerspruch 
zu den Ergebnissen dieser Arbeit, in der keine Veränderung aufgezeigt werden konnte. Wenn 
man die Arbeiten vergleicht, fällt auf, dass die bei Kojovic et al. (2020) verwendeten Proben 
von Probandinnen mit einer Entbindung in der 32,8 ± 2,1 SSW in der Kontrollgruppe bzw.  
31 ± 2 SSW in der (Prä-)Eklampsie-Gruppe verwendet wurden. Somit findet bei  
Kojovic et al. (2020) der Vergleich der Expressionsmuster in dem Übergangszeitraum, 
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zwischen den von der WHO definierten Gestationszeiträumen „very preterm“ und „moderate 
preterm“ statt (123). Hiermit ergibt sich die Möglichkeit, dass sich etwaige 
Expressionsunterschiede von SLCO2B1 und OATP2B1, die in einem früheren Stadium der 
Schwangerschaft vorhanden sind, bis zum Erreichen des errechneten Geburtstermins in dem 
Gewebe der humanen Plazenta wieder aufheben. Folgend sind weitere Arbeiten bezüglich der 
Einschätzung des Expressionsverhaltens von SLCO2B1 bzw. OATP2B1 im Rahmen einer 
(Prä-)Eklampsie zwingend erforderlich. 

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass sich das Profil relevanter 
Arzneistofftransporter in der humanen Blut-Plazenta-Schranke bei Diagnose einer  
(Prä-)Eklampsie erheblich verändert. Folgend ergibt sich hieraus, dass der Efflux und Influx 
von Xenobiotika und damit auch Medikamenten bei Vorliegen der genannten Gestose im 
Vergleich zu gesunden Schwangeren erheblich unterscheiden kann. Hieraus lässt sich 
ableiten, dass Pharmazeutika bezüglich der Verträglichkeit in dieser Kohorte eine besondere 
Testung benötigen bzw. der behandelnde Arzt bei der Verschreibung von Medikamenten 
einer besonderen Aufsichts- und Aufklärungspflicht unterliegt. 

Abschließend kann zusammengefasst werden, dass die Blut-Plazenta-Schranke als 
Interaktionsstelle zwischen dem maternalen und fetalen Organismus interindividuell, im 
zeitlichen Verlauf der Gestation als auch bei Auftreten den Schwangerschaftserkrankungen 
der (Prä-)Eklampsie und des Gestationsdiabetes, signifikante Unterschiede in der Expression 
von relevanten Transportproteinen aufweist. Hieraus lässt sich ableiten, dass auch bezüglich 
der Fähigkeit der Plazenta zur Aufnahme und Ausscheidung von Xenobiotika, und damit 
verbunden Arzneistoffen, bedeutsame Differenzen bestehen. Entsprechend ergibt sich hieraus 
eine besondere Herausforderung für die Testung von Medikamenten bezüglich ihrer 
Möglichkeit die Blut-Plazenta-Schranke zu überwinden und damit potenziell teratogene 
Effekte am Fetus zu erzeugen. Weitergehend sollte die sich verändernde Plazentagängigkeit 
im Rahmen von Aufklärungsgesprächen bei Neubeginn oder Fortführung eines 
medikamentösen Therapieschemas während der Schwangerschaft entsprechend gewürdigt 
werden. 

Die in dieser Promotionsarbeit generierten Daten, die im Vergleich mit den bisher 
veröffentlichten Publikationen vor allen durch eine bedeutend größere Probenanzahl sowie 
der simultanen Betrachtung der wichtigsten Arzneistofftransporter der Plazenta heraussticht, 
konnten dabei einen wichtigen Beitrag zur Aufklärung der Transporterexpression in der 
humanen Blut-Plazenta-Schranke leisten. 
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6. Zusammenfassung  

Die Blut-Plazenta-Schranke ist im Menschen die Interaktionsstelle zwischen dem 
mütterlichen und dem fetalen Organismus. Ein wichtiger Bestandteil dieser Barriere wird 
durch Transportproteine gestellt, die für die Aufnahme und Exkretion von Nährstoffen, 
endogenen Substraten, Arzneistoffen und Xenobiotika eine entscheidende Rolle spielen. Aus 
mehreren Studien ergaben sich Hinweise, dass die Expression von Transportern, und 
entsprechend der kodierenden mRNA, im Verlauf der Gestation, sowie bei Diagnose eines 
Gestationsdiabetes oder einer (Prä-)Eklampsie erhebliche Unterschiede aufweisen. Die 
Aussagekraft eines Großteils dieser Studien ist allerdings aufgrund der geringen Anzahl an 
verwendeten Proben eingeschränkt. 

In der vorliegenden Arbeit wurde die Auswirkung der genannten Faktoren auf die 
Genexpression von relevanten Arzneistofftransportern sowie die Korrelation der Gen- mit der 
Proteinexpression in der humanen Plazenta untersucht. Zuerst erfolgte mithilfe von  
TaqMan® Low Density Array (TLDA) Micro Fluidic Cards (37 Gene) die Auswahl von acht 
relevanten Transportproteinen anhand der Expressionsstärke. Mit Probenmaterial von 156 
gesunden Probandinnen (term: N = 156; moderate preterm: N = 58; very preterm: N = 19; 
extremely preterm: N = 12), 17 Schwangeren mit Gestationsdiabetes und termingerechter 
Entbindung sowie neun Schwangeren mit (Prä-)Eklampsie und termingerechter Entbindung 
erfolgte die mRNA-Expressionsanalyse mittels real time quantitativ PCR für die acht zuvor 
ausgewählten Gene (fünf ABC-Transporter und drei SLC-Transporter). Durch validierte 
HLPC-MS/MS targeted proteomics Messverfahren wurde der Proteingehalt der Transporter 
bestimmt. 

Quantitativ zeigte sich für die Genexpression gesunder Probandinnen mit termingerechter 
Entbindung folgende Reihenfolge: SLC22A3 > SLCO2B1 > ABCB1 > ABCG2 > SLC22A5 > 
ABCG2 > ABCC3 > ABCC2. Im zeitlichen Verlauf des dritten Trimesters der 
Schwangerschaft zeigte die Expression der mRNA von sechs Transportproteinen signifikante 
Veränderungen. ABCC3 und SLC22A5 wiesen einen kontinuierlichen Anstieg der mRNA auf. 
ABCB1 zeigte einen stetigen Abfall der Genexpression. Die mRNA-Level von ABCC2 und 
ABCG2 zeigten einen bogenförmigen Verlauf mit initialem Anstieg und anschließenden 
Abfall. SLC22A3 wies ebenfalls einen bogenförmigen Verlauf mit anfänglichem Abfall der 
Genexpression und wiedereintretendem Anstieg zum zeitgerechten Geburtstermin auf. Im 
Rahmen eines Gestationsdiabetes konnte für drei Transporter eine signifikante Veränderung 
der Genexpression aufgezeigt werden. ABCC1, SLC22A3 sowie SLCO2B1 zeigten dabei 
einen Abfall der mRNA-Expression. Bei Diagnose einer (Prä-)Eklampsie wiesen drei 
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Transporter Veränderungen der mRNA-Expression auf, die das Signifikanzniveau erreichten. 
ABCC2, SLC22A3 und SLC22A5 zeigten dabei einen Abfall der Genexpression.  

Für die Proteinexpression von Probandinnen mit termingerechter Entbindung ergab sich 
quantitativ folgende Reihenfolge: BCRP > OCTN2 > OCT3 > OATP2B1 > MDR1(P-gp) > 
MRP1 = MRP2 = MRP3. Eine signifikante Korrelation der Genexpression auf den 
Proteingehalt konnte nur für ABCB1/MDR1 (P-gp) mit einem positiv linearen Zusammenhang 
bei schwacher bis mittlerer Effektstärke dargestellt werden. 

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass es unter den acht relevantesten 
Arzneistofftransportern der humanen Blut-Plazenta-Schranke im zeitlichen Verlauf der 
Schwangerschaft, sowie bei Diagnose eines Gestationsdiabetes bzw. einer (Prä-)Eklampsie zu 
komplexen Veränderungen im Genexpressionsmuster kommt. Hieraus resultiert, dass der 
Influx- und Effluxkapazität von Xenobiotika die über diese Proteine transportiert werden 
stetigen Änderungen unterliegt.  

In folgenden Studien sollten, aufgrund der geringen Korrelation, die Ergebnisse der 
Veränderungen der mRNA auf Proteinebene mit entsprechender Probenanzahl reproduziert 
werden.
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7. Thesen 

1. Die Genexpression relevanter Arzneistofftransporter gesunder Probandinnen zeigte 
quantitativ die Reihenfolge: SLC22A3 > SLCO2B1 > ABCB1 > ABCG2 > SLC22A5 > 
ABCG2 > ABCC3 > ABCC2. 

2. Innerhalb des dritten Trimesters zeigte die Genexpression von ABCC3 und SLC22A5 
in gesunden Probandinnen einen kontinuierlichen Anstieg. 

3. Innerhalb des dritten Trimesters zeigte die Genexpression von ABCB1 in gesunden 
Probandinnen einen kontinuierlichen Abfall. 

4. Innerhalb des dritten Trimesters zeigten ABCC2 und ABCG2 in gesunden 
Probandinnen nach initialem Anstieg wieder einen Abfall der Genexpression. 

5. Innerhalb des dritten Trimesters zeigte SCL22A3 in gesunden Probandinnen nach 
initialem Abfall wieder einen Anstieg der Genexpression. 

6. Die Genexpression von ABCC1, SLC22A3 und SLCO2B1 zeigten bei 
Gestationsdiabetes einen signifikanten Abfall. 

7. Die Genexpression von ABCC2, SLC22A3 und SLC22A5 zeigten bei (Prä-)Eklampsie 
einen signifikanten Abfall. 

8. Die Proteinexpression relevanter Arzneistofftransporter gesunder Probandinnen zeigte 
quantitativ die Reihenfolge: BCRP > OCTN2 > OCT3 > OATP2B1 > MDR1(P-gp) > 
MRP1 = MRP2 = MRP3. 

9. Eine Korrelation der untersuchten Arzneistofftransporter zwischen Genexpression und 
Proteingehalt konnte nur für ABCB1/P-gp (MDR1) mit einer positiv linearen 
Korrelation und schwacher bis mittlerer Effektstärke aufgezeigt werden. 

10. Die Transporter OATP1A2 (SLCO1A2) und MATE1 (SLC47A1) zeigten weder auf 
mRNA- oder Proteinebene eine relevante Expression. 
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