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1 Einleitung

Eine intrauterine Wachstumsretardierung (,Intesime Growth Retardation/ Restriction®,
[I[UGR]) liegt vor, wenn ein Neugeborenes mit sein&eburtsgewicht unterhalb der 10.

Perzentile der Norm fiir das Gestationsalter liggt uin Abgrenzung zu dem Terminus ,zu
klein fir das Gestationsalter* (,Small for skational Age“, [SGA]) - zusatzlich eine
pathologische Wachstumsrestriktion auf genetisoder umweltbedingter Basis vorliegt (59;

143; 156).

Die IUGR ist in vielen Fallen mit einer Praeklamgpsiergesellschaftet (26; 43). Bei der
Praeklampsie handelt es sich um eine syndromalealiking aus dem Formenkreis der
hypertensiven Erkrankungen in der SchwangerschS], die mit einer Haufigkeit von 5-
7% aller Schwangerschaften zu den wichtigsten Kraitgbildern der Geburtshilfe gehoren
(41; 119). IUGR und Praeklampsie fuhren #riihgeburtlichkeit und sind mit einer
besonders hohen Perinatalsterblichkeit sowie Mdgiid- einschliesslich Beeintrachtigung
der Langzeitentwicklung — verbunden (115; 156; 141)

Diese beiden Schwangerschaftspathologien (IUGRRnagklampsie) werden auf Stérungen
der Plazentation zurlickgefiihrt, welche dieogktzentaren und / oder uteroplazentaren
Gefassgebiete betreffen kbnnen und zu einer Maagavgung des Feten fuhren. Die daraus
resultierende fetale Hypoxie wird nach Kingdom dgaifmann (1997) in eine praplazentare,

eine uteroplazentare und eine postplazentare Hgpomterteilt (79).

Die funktionellen Auswirkungen der morphologischégranderungen in der Plazenta kénnen
mit der Dopplersonographie erfasst werdd43). Dabei wird zur Beurteilung der
fetoplazentaren Hamodynamik die A.umbilicalis und Evaluierung der uteroplazentaren
Durchblutung vornehmlich die A.uterina herangezodgs frih auftretenden und schweren
Formen der IUGR zeigt sich ein hochpkibisches Dopplerstrémungsprofil der
A.umbilicalis mit Verlust bis hin zur Stromgsumkehr des enddiastolischen Flusses
(wAbsent or Reversed EndDiastolic-Flow", [ARBDhls Ausdruck eines stark erhodhten
Widerstandes im Umbilikalkreislauf. Durch einenggschrankten Sauerstoffabtransport tber
das fetoplazentare Gefal3system der Zotten koesnzu einer lokalen intraplazentaren
Hyperoxie bei gleichzeitiger dramatischemtésversorgung des Feten (postplazentare

Hypoxie). Histologisch ist eine Zottenpathologierhanden, die durch eine ungentigende
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Entwicklung der Endzotten mit mangelnder Vaskulari;ng charakterisiert ist (Dominanz
der sogenannten ,non-branching“-Angiogenese) (19; Bei der IUGR mit ARED-Flow ist
die Perinatalsterblichkeit mit mehr als 40%sdnders hoch. Weniger stark ausgepragte
Formen der IUGR, die sich erst im spateren Schwangaftsverlauf manifestieren, zeigen
einen normalen Dopplerbefund der Umbilikalagebei meist gleichzeitig bestehender
uteroplatentarer Gefasspathologie mit pathologiscB®pplersonogramm der A.uterina. Der
eingeschrankte Zustrom von maternalem Blutden intervillésen Raum fihrt zu einer
intraplazentaren Hypoxie (uteroplazentare HypoxX#grphologisch findet man Zeichen einer
gesteigerten Zytotrophoblastproliferation unaheei Hyperkapillarisierung im Bereich der
Endzotten (Dominanz der sogenannten ,branching“idgenese) (79; 80).

Eine besondere Rolle bei den Wachstumsvorgangaéremauf der plazentaren Zottenreifung
spielt derinsulin-like Growth Factor-1 (IGF-1) der seine Wirkung Uber die Interaktion mit
seinem spezifischen Rezept@F-IR entfaltet. Die Korrelation des fetalen Geburtsgdntgs
sowohl mit derlGF-I1-Konzentration im Nabelschnurblut und im mutteréohBlut als auch
mit derIGF-1- und IGF-IR-Expression in der Plazenta ist durch zahlreichelih belegt (3;
34; 44; 58; 68; 81; 85; 94; 136; 139). Die wachsidrdernde Wirkung votGF-I auf die
Entwicklung der Plazentazotten betrifiinerseits die Proliferation des \&#a
Zytotrophoblasten und andererseits die VorgangeAsgjiogenese (27; 66; 75; 102; 160).
Dabei wird dielGF-I-Wirkung durch die Bindung votGF-I an den spezifischelGF-I-
Rezeptorsowie an spezifischEsF-Bindungsproteinenoduliert, so das alle diese Parameter
zusammen ein funktionelles System bilden. Die vedmite Aktivitdt desIGF-1-Systems
scheint fir die eingeschréankte Zytotrophoblastfemtion und Angiogenese bei der IUGR

mit ARED-Flow verantwortlich zu sein.

Ziel der vorliegenden Studie war es, Mutationder GendGF-I und IGF-IR in einem
Patientenkollektiv mit IUGR und ARED-Flow in der palersonographie der A.umbilicalis
zu identifizieren, die fiur die Fehlentwicklung delazentazotten verantwortlich sein kénnen.
Die Ergebnisse dieser Studie kdnnten das Wissemlianmolekulargenetischen Grundlagen
der Erkrankung erweitern und so einen Fortschrittdglichen im Hinblick auf ein tieferes
Verstandnis atiopathogenetischer Vorgange der IUGRARED-Flow sowie sich daraus
maoglicherweise ergebender Konsequenzen fur ghkeetische Beratung und Therapie

betroffener Familien.
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2 Allgemeine Grundlagen
2.1 Anatomische und physiologische Grundlagen

2.1.1 Plazenta

Die reife menschliche Plazenta entwickelt sich waldrdes 3. bis 6.Schwangerschaftsmonats.
Sie dient dem embryo- bzw. feto-maternalen Gas- Stodfaustausch sowie der Produktion
von Steroidhormonen (Ostrogene, Progesteron) Bmoteohormonen (HCG, HCS) in
Arbeitsteilung mit dem maternalen und defatalen Organismus als sogenannte
maternofetoplazentare Einheit (s. Abb. 2-1a).

R | V.embilicahs
Daziduna parietaln Az wmbilicalss
Chenon lasve I

Amni

% Intervilltser Raum ,". .

-l'-\}—-'.‘r.-v- S [

Chorionplatte

b i

i Myomatrivm|
" Dezidua parisialis
Endometriale Venen Soiralarterien Septum Zottenbasm

Abb. 2-1 a, b: Reife menschliche Plazenta mit Mabaur (a). Schematische Darstellung des Aufbaler
Plazenta (b) (Aus: Crum 1999)

Von zentraler Bedeutung fir die Funktion der Pléaeals Versorgungsorgan des Feten ist
eine normale Entwicklung der uteroplazentaren uadfdtoplazentaren Gefassgebiete, Uber
die eine ausreichende Zufuhr maternalen wetdlen Blutes in die Austauschregion der
Plazenta sichergestellt wird (s. Abb. 2-1b).
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2.1.2 Uteroplazentarer Kreislauf

Das uteroplazentare GefalRsystem wird durch ein tAmassensystem aus den Aa.uterinae
und Aa.ovaricae versorgt. Von diesen Gefasgehen die im Myometrium gelegenen
Arcuatagefasse als Gefassgeflecht ab. Hiervon ameigederum etwa 100 Radialarterien ab,
die sich in myometran gelegene Basalarterien uhtiesslich in endometran und dezidual

gelegene Spiralarterien aufteilen (92) (s. Abbb2-1

Im Rahmen der physiologischen Plazentation volemrekich entscheidende morphologische
und hdmodynamische Veranderungen, aus denen dieabdimwng maternaler Spiralarterien
in uteroplazentare Gefasse resultiert. Deragittbse Trophoblast dringt invasiv in die
Dezidua und das innere Drittel des Myometriums (uaterstitielle Invasion) mit besonderer
Anreicherung in der Umgebung der Spiralarteri®er interstitielle Trophoblast bewirkt
gemeinsam mit den sich im Inneren der Sgitatien ausbreitenden endovaskularen
Trophoblastanteilen eine Zersetzung und UmwandhlgigGefasswande mit Auflésung der
muskuloelastischen Anteile, die durch Fibrincgisetzt werden. Dieser physiologische
Umwandlungsprozess fuhrt zu einer GefassdilatatiroBndbereich der Spiralarterien, die der
maternalen Vasomotorenkontrolle entzogen wer@@31 131) (s. Abb. 2-2). Insgesamt
resultiert aus diesen morphologischen &»#&randerungen eine 10fach hohere
uteroplazentare Durchblutung. Gegen Ende der Saimvachaft wird der Uterus etwa mit

500-800 ml/min durchblutet.

2.1.3 Fetoplazentarer Kreislauf

Die Nabelschnur stellt die Verbindung zwischen ha und Frucht dar und enthalt zwei
Umbilikalarterien, die das sauerstoffarme Buatm Feten zur Plazenta fuhren, und eine
Umbilikalvene, die das oxygenierte Blut von derzelasta zum Feten fuhrt (s. Abb. 2-1b).

Funktionell wird die Plazenta in fetomagde Strdmungseinheiten, die sogenannten
Plazentone, aufgegliedert. Fur die Versorgung dezetnen plazentaren Funktionseinheiten
sind die Spiralarterien verantwortlich. Vom Zentrdes Plazentons fliesst das maternale Blut
in den sogenannten intervillésen Raum und piithshier die Oberflache der jeweiligen
Zottenbaume (92) (s. Abb. 2-1b). Im Laufe der Zuttfung bzw. Plazentareifung kommt es

zu einer Zunahme der Zottenzahl und zu eidbnahme des Zottendurchmessers bei
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gleichzeitiger Zunahme der Zottenvaskularisatide, @ine zentrale Bedeutung fur die fetale
Versorgung hat (143). Die Entwicklung des vielfagrzweigten kapillaren Netzwerkes in
den Zotten der reifen Plazenta fihrt einer erheblichen Widerstandsabnahme im
fetoplazentaren Kreislauf. Durch die beschriebeviergdnge kommt es zu einer deutlichen
Vergrosserung der plazentaren Austauschflache. i@anéihren weitere morphologischen

Veranderungen zu einer Verminderung der Diffusitreske (73).

2.2 Intrauterine Wachstumsretardierung (IUGR)

221 Definition und Einteilung

Als intrauterine Wachstumsretardierung (,Intexite Growth Retardation/ Restriction®,
[[IUGR]) wird die Unterschreitung des gtseh determinierten Wachstumspotentials

aufgrund endogener wie exogener Einflussfaktodefiniert. Die IUGR geht mit einer
deutlich erhéhten perinatalen Morbiditat und Matéleinher und macht mehr als 20% der
intrauterinen Fruchttode aus (156).

Die IUGR-Feten stellen knapp die Halfte aller SGétgn (,Small for Gestational Age®,
[SGA]) dar, wobei ausgehend von Gewichtsperzenfilgrdas ultrasonographisch ermittelte

fetale Schatzgewicht ein Unterschreiten der 10zd®dile mehrheitlich als Grenzwert flr

einen untergewichtigen sogenannten SGA-Feten ahgaseird (59; 107). Demzufolge sind

definitionsgemass 10% aller Feten, bezogen aufcdestationsalter untergewichtig. Dabei ist
zu beachten, dass die Feststellung eines B&@n nicht gleichbedeutend mit einem
pathologischen Wachstum ist, sondern Ausdruck heedener konstitutioneller Faktoren wie
Geschlecht des Kindes, ethnische Herkunft, Gewicid Korpergrosse der Mutter sowie
Gewichtszunahme wahrend der Schwangerschaft sem(&&; 152).

Bei der intrauterinen Wachstumsretardierumgrden aufgrund des unterschiedlichen
sonographischen Wachstumsmusters zwei Grundformetersehieden (28): (a) die
symmetrische proportionierte oder hypoplakgs und (b) die asymmetrische dis-
proportionierte oder hypotrophe Wachtumsretardigriielche Form der Retardierung beim
Kind in Erscheinung tritt, hangt zum grosst€eil vom Zeitpunkt der Einwirkung der
unterschiedlichen Ursachen ab ( 131).
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(a) Die symmetrische Wachstumsretardierung komihtemer Haufigkeit von 20-30%
vor und entwickelt sich im ersten bzw. zwsitSchwangerschaftstrimenon. Die
Kdrperlange, das Korpergewicht und der Kopfumfaimgl gleichermassen betroffen,
d.h. die Zellteilung und das Zellwachstum sind Undedgig von der Substratzufuhr
bzw. dem Substratbedarf gestort. Sowolls dGeburtsgewicht als auch die
Geburtslange liegen unterhalb des definierten Gvertes (154; 156).

(b) Die asymmetrische Wachstumsretardierung maeh?7@-80% der Retardierungen aus
und entwickelt sich im letzten Schwangersdtafhenon, wenn ein erhdhter
Sauerstoff- und Substratbedarf des Fetenliegt und/ oder aufgrund einer
eingeschrankten Plazentafunktion dieser Beddécht ausreichend gewéhrleistet
werden kann. Bei dieser Form liegt das Geburtsg@gwinterhalb des definierten
Grenzwertes und die Geburtslange im Normbereich, die Korperlange und der
Kopfumfang sind von der Retardierung im Verglemim Korpergewicht minimal
betroffen (154; 156).

2.2.2 Atiologie

Die Ursachen fur eine IUGR sind vielfaltig und kénnangesichts der zentralen Bedeutung
einer ausreichenden Versorgung des Feten deit fir das Wachstum erforderlichen
Substanzen grundsatzlich in zwei Formen untemgliden (131): (a) Formen mit ungestoérter
Versorgung bei primar fetaler Pathologie; ufll) Formen mit Beeintrachtigung der
Versorgung bei praplazentarer, maternaler odereptarer Pathologie. Die folgende Tabelle

(Tab. 2-1) gibt eine Ubersicht beziiglich der wigstien Ursachen.

Primér fetale Ursachen

Endogen Exogen

-Fehlbildungen -Intrauterine Infektionen:

-Chromosomenanomalien: u.a.ToxoplasmoseRdteln,
u.a. Trisomie 13, 18, 21 Zytomegalie Herpes

-Stoffwechselerkrankungen (ETORCH
-Strahlenexposition



2 Allgemeine Grundlagen 13

Uteroplazentare Insuffizienz

Préplazentar Maternal Plazentar

-Oz2-Mangel (H6henexposition)-Anamie -Plazenta praevia

-Hyperthermie -Hypertonie/ Praeklampsie -Chromosomen-Mosaik

-Mangelernahrung -Chronische Nierenleiden -Gestorte Plazentation

-Toxische Einflsse, -Diabetes mellitus (mit oder ohne Uterus-
Nikotin, Alkohol, Drogen, -System. Lupus erythematodes pathologie)
Medikamente -Zyanotische Herzvitien -Multiple Infarkte

-Mehrlings-
schwangerschaft

Tab. 2-1: Atiologie der intrauterinen Wachstumamitrung (IUGR).

Bei der symmetrischen Wachstumsretardierung komaienUrsache vor allem Stérungen
endogener Natur wie fetale Fehlbildungen @hitomosomenaberrationen infrage. Auch
exogene Faktoren wie Virusinfektionen (z.B. Rotelgtomegalie) und toxische Substanzen
wie Alkohol, Nikotin, Drogen oder ionisierende &tlen kénnen sich schadigend auf das
fetale Wachstum auswirken. Die asymmetrische Foem\Wachstumsretardierung wird als
Folge einer uteroplazentaren Mangelversogg z.B. bei maternaler Hypertonie,
Praeklampsie oder Diabetes mellitus, angesehera.l®0% der Falle bleibt die Atiologie
unklar; man spricht dann von idiopathischer IUGR, deist asymmetrisch ist (21; 107; 155).

Daruber hinaus deuten viele Studien auf eine fameilHaufung der IUGR hin; z.B. konnten
Ghezzi et al. (2003) in ihrem Patientenkollektit MdGR ungeklarter Atiologie bei einigen
Familien eine vertikale und bei anderen eimerizontale H&aufung der intrauterinen
Wachstumsretardierung nachweisen (56).

2.2.3 Pathologische Anatomie und Pathogenese

Eine IUGR entsteht im Rahmen einer chronisch nwrit Plazentainsuffizienz, die einerseits
auf einer Minderdurchblutung im Bereich der fetoanaalen Einheit, andererseits auf einer
Pathologie der Plazentazotten basiert (131).
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2.2.3.1 Uteroplazentare Versorgungsstoérung

Analog der Atiopathogenese der Praeklampsie wisdHmuptursache der eingeschrankten
uteroplazentaren Blutzufuhr eine gesttrte Tropsibigasion mit fehlender Erweiterung der
Spiralarterien diskutiert (s. Abb. 2-2).

PMlazentazotten

Intervilldaer Ram

g Deridua

A, spivalis

A basalis

- A, raddialis

AL arcuata
Serosa

Abb. 2-2: Schematische Darstellung des utemmpitaren Gefal3systems mit physiologischeks]lirozw.
fehlender (rechts) Dilatation der SpiralarterierugA Merz 2002)

Brosens et al. (1977) konnten anhand von Plazettbatyesien bei Schwangerschaften mit
fetaler Wachstumsretardierung bei normalem Blutkireeigen, dass in den meisten Fallen
eine partielle oder eine komplette Stérung der Modypastinvasion vorliegt (22).

Dabei ist der Schweregrad der IUGR proportionaldem der Plazentationsstérung. In den
Spiralarterien findet man gehauft typische pathologische Merkmale: eine endotheliale
Dysfunktion, eine Intimaverdickung sowie atheronsetihnliche Schadigungen bis hin zu
vollstdndigen Gefassobliterationen. Dadurch kommtze multiplen Plazentainfarkten und
einer Reduktion des plazentaren Paggnsh und der Zottenbaumoberflache.
Histomorphologische Untersuchungen konnten zeidass die Spiralarteriendurchmesser bei
einer IUGR nur etwa 40% derjenigen bgésunden Schwangeren betragen. Die
Spiralarterienlumina kénnen aber auch komplett ldibrin im Sinne einer akuten Atherose

verlegt sein.

Die IUGR wird daher als sekundare Folge einer 8Bichuing der uteroplazentaren Gefasse

angesehen.



2 Allgemeine Grundlagen 15

2.2.3.2

Reifungsstdrungen der Plazentazotten

Auch Stoérungen im Verlauf der Zottenreifung bzwaz@intareifung kénnen Grundlage flr

eine fetale Versorgungsstorung sein.

Priplazentare Hypoxie

Kingdom und Kaufmann (1997) haben drei veesdne
Kategorien der fetalen Hypoxie temben: (a)
praplazentare Hypoxie; (b) uteroplazentare Hypouie] (c)
postplazentare Hypoxie (79) (s. Abb. 2-3)iede drei

Hypoxiezustande sind haufig mit bestimmten v@guoiger-
. schaftspathologien assoziiert. So hangt eirdplgzentare
Hypoxie gehauft mit Schwangerschaften in grossehd;o
maternaler Andmie und  zyanotischeRlerzfehlern
zusammen. Eine uteroplazentare Hypoxie ist mit 1UGR
normalem  Dopplerbefund der Umbilikedaee und
Spatgestose assoziiert, wahrend eine postplazenigexie
mit IUGR bei ARED-Flow in der A.umbilicalisund

Frihgestose korreliert.

Abb. 2-3: Fetale Hypoxie. Der Grad der Schattigrimtspricht dem
Grad der Oxygenierung (Aus: Kingdom und Kaufman&7)9

Ausgehend von der Vaskularisierung des Zottensystd@ann man im Wesentlichen zwei

Typen
131):

(@)

von IUGR auf der Basis einer plazentaren Megungsstorung unterscheiden (16;

Eine sich im frihen Schwangerschaftsverlaufifestierende schwere symmetrische
Form der IUGR mit frihem Verlust des emdthlischen Flusses bis hin zur
Stromungsumkehr (ARED-Flow) in der Doppleruntefsuty der A.umbilicalis als

Ausdruck eines stark erhohten Wided#an im Umbilikalkreislauf. Das
entsprechende  histomorphologische  Kdrrelavird  durch  pathologische
Veréanderungen im Bereich des Zottenzytotropholbfa@egeschréankte Proliferation)

sowie an den Zottenkapillaren (,non-branching“-Aoggnese) bestimmt (67; 69; 79;

91) (s. Abb. 2-4).
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(b) Eine sich spater in der Schwangerschaft mstngieende mildere meist asymmetrische

Form der IUGR mit normalem Dopplerbefund der Uniailarterie bei normalen oder
sogar erniedrigten Widerstandswerten im Umbilikaigiauf. Histologisch findet man
eine  typische Zottenpathologie miden Zeichen einer gesteigerten

Zytotrophoblastproliferation und ,branching“-Angieigese an den Zottenkapillaren

(24; 52; 79) (s. Abb. 2-4).

Bei der ersten Form (a), die mit einer hohgerinatalen Mortalitdt sowie mit einer

betrachtlichen Morbiditat bei den Uberlebendegrbunden ist, kénnte man von einer

primaren Plazentapathologie mit Fehlentwicklung @etten bisher ungeklarter Atiologie

sprechen. Bei der zweiten Form (b) lassen sichpthegentaren Veranderungen mit einer

Anpassung und Funktionssteigerung als Kompensate&mnchronischen Mangelversorgung

erklaren.

ITGR shne ARED —jo iEtraplazeatare

Abb. 2-4:  Unterschiedliche Angio-
genese der Zottenkapillaren in
Abhangigkeit von der intra-
plazentaren  Sauerstoffkonzentration.

Normale Angiogenese (Mitte).
TRCREARED: iy ::ﬁ::m "'Im:::i“" W Angiogenese  mit  ungenligender
Verzweigung der Intermedidrzotten-
Kapillaren und mangelhafte
Kapillarisierung der Endzotten
(Oben). Angiogenese mit vermehrter

Verzweigung der Kapillaren in den

Intermediarzotten und Hyper-
kapillarisierung der Endzotten
marmle — imtraplorentare el marmalo "‘“'-'l"_
Schumiogsiochait Normazie ok iioc it (Unten) (Aus: Kingdom und

Kaufmann 1997; modifiziert)

— “branching™ vermmderter
Hypouie Angiogenese GeliBwideratand
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Eine chronische Versorgungsstérung des Feten fZinreinem Ungleichgewicht zwischen
Bedarf und Zufuhr von Sauerstoff und Substrat (Nagsstoffen, Vitaminen, Mineralien und
Spurenelementen). Dabei kommt es nach tierarpatellen Befunden sowie Klinischen
Beobachtungen zu einer  typischerSequenz verschiedener  fetoplazentarer
Adaptationsmechanismen. Eine frihe Adaptat des Feten an die intrauterine
Mangelversorgung ist die Anpassung dedIsttfwechsels mit Verlangsamung der
Wachstumsrate, die auf einem komplexen Regghanismus basiert, wobei das

Zellwachstum von Wachstumsfaktoren wie insbesond@fel und Insulin reguliert wird

(131).

2.2.4 Diagnostik

2.2.4.1 Diagnostisches Vorgehen und Uberwachung

Am Anfang der Diagnostik steht die Feststellung &€A-Feten. Grundvoraussetzung fir

diese Diagnose ist die exakte Bestimmubrmw. sonographische Bestatigung des
Gestationsalters. Die klinische Untersuchung (Radpa Messung des Symphysen-Fundus-
Abstandes) bietet entgegen ihrer weltweiten Vetbingi nach den Ergebnissen prospektiver,
klinisch kontrollierter Studien nur unzureichend#fé$tellung bei der Erkennung des SGA-

Feten (88; 132; 133). Die pranatale Diagnostik 88#-Feten gelingt am zuverlassigsten mit
der fetalen Gewichtschatzung basierend auf ulti@g@@phisch gewonnenen biometrischen
Messdaten, wobei die kombinierte Messung von Kap8t Abdomenumfangen zu den besten
Ergebnissen fihrt, zusammen mit der Bestimmdag Fruchtwassermenge (mithilfe des

sogenannten ,Amniotic Fluid Index", [AFI]).

Eine fetale Wachstumskurve, die unterhalb der Neenfauft, reflektiert nicht zwingend eine

fetale Gefahrdung im Sinne einer intrauterindachstumsretardierung. Die IUGR wird

allgemein als Unterschreitung des genetischen Waotspotentials definiert; da letzteres
jedoch nicht fassbar ist, kann die Diagnose eid&R nicht aufgrund des Gewichtes gestellt
werden. Durch die Verwendung des sogenannpionderal-Index” = Geburtsgewicht

(9)/Geburtslange (cm)® x 100, der unabhédngig Rasse und Geschlecht ist, kann die
Verdachtsdiagnose einer IUGR gestellt werden (129).
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Bei klinisch und sonographisch erhobenem Wartdaauf SGA sollte zunédchst eine
Ursachenabklarung (Ausschluss gefassrelevameaternaler Erkrankungen, gezielte
sonographische Fehlbildungsdiagnostik, ggf. Kanyisigrung und fetale Infektabklarung)
vorgenommen werden. Anschliessend solkene weiterfihrende Diagnostik und
Uberwachung des eigentlich hypoxiegefahrdeten IUG®Rektives erfolgen, um den idealen
Entbindungszeitpunkt bestimmen zu konnen (1Zm Einsatz kommen einerseits die
Ultraschallbiometrie und die Doppler-Farbdopplersonographie, andererseits das
Kardiotokogramm (CTG) mit seinen Testvatean (,Non-Stress-Test®, [NST] und
»contraction-Stress-Test“, [CST]) und das bipgikalische Profil (BPP), wobei letztere
(CTG und BPP) vornehmlich der Diagnose akiuttretender Hypoxien dienen (32).
Prospektive Studien belegen eindeutig die Uberlegjerder Dopplersonographie gegeniiber
allen anderen Verfahren in der antepartalen Erkegrder chronischen fetalen Hypoxie im

Sinne von langerfristiger und meist progredienters¢hlechterung der Plazentafunktion (7,
82; 138).

2.24.2 Klinische Bedeutung der Dopplersonographie

Die Dopplersonographie stellt in der Geburtshilfel iPranatalmedizin eine wichtige additive
Methode zur Beurteilung und Uberwachung voisikRschwangerschaften wie z.B. der
intrauterinen Wachstumsretardierung und dedelampsie dar (92). Einen nicht
unerheblichen Teil der unterschiedlichen Mechanismieser Schwangerschaftspathologien
machen Veranderungen der Hamodynamik, sowohl -utei® auch fetoplazentar, aus. Mit
Hilfe der Dopplersonographie lassen sich hamathische von nicht-hamodynamischen
Problemen unterscheiden und die Lokalisation dérufg bestimmen. Dies kann speziell
klinisch fir die Prognosestellung und die Therajgiepng von Nutzen sein (143). Uber die
Veranderungen im Widerstandsverhalten dexfaése des utero- und fetoplazentaren
Kreislaufes wurde in den Kap. 2.1 und 2.2.3 bemitsfihrlich berichtet. Die Erh6hung von
Gefasswiderstanden sowie die in der ameitSchwangerschaftshélfte bei starkerer
Versorgungseinschrankung zu beobachtende Blutugeilerty in fetalen Organen sind mit

Hilfe der nicht-invasiven Dopplersonographie diagfimerbar.
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A.uterina

Die A.uterina ist ein Mass fur die emtplazentaren
Stromungsverhaltnisse (9; 25; 130; 142; 149). Basik auf
den bereits in Kap. 2.2.3 beschriebenen nabogischen
Veranderungen einer abnormen Plazentatish eine

pathologische uteroplazentare Gefassversorgypgscher-

weise durch eine Persistenz der postsyst@iscinzisur
(Notch) und hohe Widerstandsindizes (RI) gekentreit
(17; 51; 150) (s. Abb. 2-5).

Abb. 2-5 a, b: Unauffélliges (a) und patlgisches (b) Doppler-
sonogramm der A.uterina mit Notch als Zeichen eimasen vaskularen

Widerstandes

Daruber hinaus gilt die Assoziation, je aysggter der Schweregrad des Kklinischen
Krankheitsbildes, desto hoher der Rl und vice véis3). Dabei ist die durchschnittliche

Sensitivitdt in einem Risikokollektiv mit Begleitfhelogie wie Gestationshypertonie oder
Praeklampsie signifikant besser (132) und erradeinin Werte um etwa 80% (143).

A_umbilicalis

Die A.umbilicalis ist ein Mass fiir die fetoplazema Stromungsverhaltnisse (9; 57; 130; 142;
149; 148). Eine pathologische Plazentaentwicklumg, sie bereits in Kap. 2.2.3 detailliert
diskutiert wurde, zeigt auch Auswirkungen auf dapplersonogramm der Umbilikalarterien
im Sinne erhOhter Widerstandsindizes mit eastdlischem Flussverlust bis hin zur

Flussumkehr, dem sogenannten ARED-Fluss (,AbsenReversed End-Diastolic*-Flow,
[ARED-Flow]) (143) (s. Abb. 2-6 ).
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Abb. 2-6 a-d: Darstellung von
unauffélligen und pathologischen
Dopplerprofilen der A.umbilicalis
gemass der optischen Blutfluss-
klassifikation. Normales Doppler-
spektrum (a). Abnahme der end-
diastolischen Blutflussgeschwindig-
keit (b). Verlust der end-
diastolischen Blutflussgeschwindig-
keit (synonym: Absent-Flow) (c).
Enddiastolischer Ruckwartsfluss

(synonym: Reversed-Flow) (d)

Verschiedene Studien konnten eine signifikadgsoziation von ARED-Flow an der

Umbilikalarterie mit IUGR und/ oder Gestationshyipaie und Praeklampsie zeigen (72; 95).
Die perinatale Mortalitat dieses Dopplerstroggprofils ist deutlich erhdoht und weist
insbesondere bei Vorliegen eines Reversed-Flow Rate von 30-50% auf (72). Ausserdem
besteht eine schwerwiegende Morbiditat in der Nedpariode sowie ein deutlich erhdhtes

Risiko fur eine spéatere neuromotorische Entwickistgrung (92).

2.2.5 Therapieansatze

Eine spezifische Therapie der IUGR gibt es bighieht. Die einzigen klinisch sinnvollen
»Therapieansatze” stellen die Ausschaltung von Mowé z.B. Rauchen, vor allem aber die
perfusionssteigernde Wirkung der Bettruhe dar,ggikegentlich zu einer Normalisierung der
bei der IUGR beobachteten Disproportion der Blueimg zwischen rechtem und linkem
Ventrikel fuhrt (39).

Da erfolgsversprechende therapeutische Intervestiiamicht in Aussicht sind, basiert die
grosste Hoffnung fiir die IUGR-Feten auf der Uberway mit dem Ziel der Entbindung
zum optimalen Zeitpunkt. Dabei stellt das Abwages disikos bleibender Organschaden
gegenuber den Problemen der Unreife der eietaDrgane bei Frihgeburtlichkeit eine
besondere Herausforderung dar. Bei ARED-Flow im fd@pder A.umbilicalis ist wegen der
deutlich erhéhten Mortalitdt die Schwangerschagsléggung generell zu diskutieren (131).
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Diese schwierigen klinischen Entscheidungen siities nur auf individueller Basis und
unter direktem Miteinbeziehen der betroffenen Elteach entsprechender Aufklarung zu
treffen.

2.2.6 Prognose

Die IUGR-Feten haben eine deutlich erhdhte Motatdund Mortalitat. Dabei hangt die
Prognose von dem Zeitpunkt des Begirder Wachstumsretardierung sowie dem
Schweregrad des klinischen Krankheitsbildes ab,wger anderem mit dem Dopplerprofil
der Umbilikalarterie korreliert (s. auch Kap. 2.213d 2.2.4).

Kurzzeitrisiken

Die Tatsache, dass unter Frihgeburten ein hohanailfan IUGR-Feten zu finden ist als
unter Reifgeborenen weist darauf hidass durch die plazentare Insuffizien
Frihgeburtlichkeit induziert wird. Dartber hisaist, neben einer 3- bis 5fach hoheren
perinatalen Mortalitat, das relative Risko dieseteld bezuglich perinataler Komplikationen
(z.B. Asphyxie, Hypoglykamie, Hypotheem Hypokalzdmie, Atemnotsyndrom,
Polyglobulie, Infektionen, bronchopulmonale Dhgspe, Hirnblutungen, periventrikuléare

Leukomalazie, nekrotisierende Enterokolitis) uméielfaches erhoht (60; 140; 156).

Langzeitrisiken

IUGR-Kinder zeigen zudem vermehrt Stérungen irerihmeurologischen und intelektuellen
Langzeitentwicklung (28; 110; 141). Bei einer belfichen Anzahl der Betroffenen findet
kein Aufholwachstum statt und die Kinder b&m auch als Erwachsene zu klein. Von
besonderer Aktualitat sind die immer deutlicher demden Zusammenhange zwischen einer
Pathologie des intrauterinen Wachstums und Emvachsenenalter manifest werdender
Erkrankungen des Herz-Kreislauf-Systems wie Hypeet und des Stoffwechselsystems wie
Hyperlipidamie und Diabetes mellitus Typ Il (14;)8®adurch erhélt die IUGR eine weitere

gesundheitspolitische Dimension.
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2.3 Hypertensive Erkrankungen in der Schwangerschaf{HES)

231 Definition und Einteilung

Unter dem Begriff ,Hypertensive Erkrankungen in de&chwangerschaft® (HES) werden
alle Schwangerschaftsstérungen zusammengefasst,dutch das gemeinsame Symptom
der Hypertonie charakterisiert sind. DieHaufigkeit von HES Dbetrdgt 5-7%
aller Schwangerschaften, wahrend sie nach waie mit einem Anteil von 12-22% zu
den haufigsten Ursachen mautterlicher Mortalitatledh(41; 119). DarlUber hinaus sind HES
mit einem Anteil von 20-25% eine der wichtegs Ursachen der Fruhgeburtlichkeit
und perinatalen Mortalitat (115; 141).

Grundlage der Beurteilung hypertensiver Schwangaftserkrankungen ist deren Einteilung

anhand international gultiger Kriterien.

Einteilung der hypertensiven Erkrankungen in der S&wwangerschaft (Empfehlung der
AG Schwangerschaftshochdruck/ Gestose d&GO6G (1999) in Anlehnung an die
Klassifikation der ISSHP (1986); [DGGG]=,Deutsc Gesellschaft fur Gynakologie und
Geburtshilfe*; [ISSHP]=,International Society fdra Study of Hypertension in Pregnancy):

» Gestationshypertonie Hypertonie, die weder vor der 20.SSW bestand noch
langer als 6 Wochen nach der Gebanhalt;
Hypertonie _ohneProteinurie

> Praeklampsie Hypertonie _mit Proteinurie mit/ohne Odeme
Schwere Verlaufsformen:
-Eklampsie Zusatzlich tonisch-klonische Krampfanfalle

-HELLP-Syndrom (H) Hemolysis = Hamolyse
(EL) Elevated Liver enzymes = erhdhte Leberenzyme

(LP) Low Platelets = erniedrigte Thrombozytenzahl

» Chronische Hypertonie Hypertonie vor Eintritt der Schwangerschafy- z
mindest vor der 20.SSW oder Fortbestelusn
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Hypertonie Uber 6 Wochen postpartal hinaus

> Pfropfgestose Auftreten von charakteristischen Gestosesymptomen,
meistens einer neu aufgetretenden Proteinouier
einem ploétzlichen Anstieg von Blutdkucund
Eiweissausscheidung im Urin bei Schwangeren m

chronischer Hypertonie

Definitionsgemass liegt eine Schwangerschgftsrtonie vor, wenn bei einer zuvor
normotensiven, nicht proteinurischen Patientin sietolische Blutdruck 140 mmHg und/
oder der diastolische Blutdruck110 mmHg bei einmaliger Messung ode®0 mmHg bei
zweimaliger Messung im Abstand von 4-6 StundendlgétrAls signifikante Proteinurie gilt
eine Eiweissausscheidung von > 0,3 g/l im 24-Storfsemmelurin (41; 117; 119).

Durch das in der zweiten Schwangerschaftghadftstmalige kombinierte Auftreten der
Kardinalsymptome Hypertonie und Proteinurie wird 8raeklampsie definiert, die mit einer
erheblichen maternalen sowie perinatalen Mitdtaleinhergeht (15;115). Von grosser
klinischer Bedeutung sind die beiden schwekérlaufsformen der Praeklampsie: die
Eklampsie und das HELLP-Syndrom. Mdgliche Poatalsymptome fir ein HELLP-

Syndrom sind vor allem rechtsseitige Oberbauchsctene Mit einer drohenden Eklampsie
konnen zentrale neurologische Symptonwde Kopfschmerzen, Augenflimmern,
Ohrensausen, Schwindel und Hyperreflexie einhemelidauptprobleme sind, von fetaler
Seite aus gesehen, die intrauterine Wachsaiardierung und die Frihgeburtlichkeit.
Lebensgefahrliche Komplikationen fur die thdu stellen das akute Nieren- und
Lungenversagen, die Leberruptur, die vorzeitB@zentalosung bzw. die disseminierte
intravasale Gerinnung (DIC) und das Multiorganvgesa Darlber hinaus besteht bei einem
eklamptischen Anfall Lebensgefahr durch Aspirat Laryngospasmus mit konsekutivem
Atemstillstand und intrazerebrale Blutung (45; 116)

2.3.2 Atiologie

Die Atiologie der hypertensiven Schwangerschaftserkungen ist nach wie vor ungeklart.

Diskutiert wird als Hauptursache eine im Rahmen Idgplantation mogliche Stérung der
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Interaktion zwischen dem mdtterlichen Immunsysteénerseits und dem Fremdeiweiss des
Schwangerschaftsprodukts andererseits im Sinne ieimeunologischen Inkompatibilitat (41;
116).

Pradisponierende Faktoren

Pradisponierende Faktoren fur die Entwicklung higresiver Schwangerschaftserkrankungen
sind Alter der Gebarenden < 18 Jahre bzw. > 35eJdWehrlingsschwangerschaft, Diabetes
mellitus, Lupus erythematodes visceralighronische Hypertonie, vorbestehende
Nierenerkrankung, Trophoblasterkrankung, Rbdekompatibilitdit, Adipositas und

hypertensive Schwangerschaftserkrankung in demgagangenen Graviditat. Etwa 2/3 aller

Praeklampsieformen treten bei Erstgebarenden aaf (117).

Genetische bzw. immunologische Faktoren

Eine positive Familienanamnese ist ein weitererikBfaktor fiir das Auftreten von HES,
weswegen eine genetische Komponente der Erkrankeimgutet wird (45). Wahrscheinlich
wird die Erkrankung nicht monogen vererbt, da mggote Zwillinge nur eine geringe
Konkordanz in der Entwicklung einer Praeklampaufweisen (146). Vielmehr scheinen
multiple Genmutationen oder Genpolymorphismdig primar mit einer Thrombophilie,
Hypertonie oder Arteriosklerose assoziiert sindnZehanotyp beizutragen: Die Glu298Asp-
Variante im endothelialenStickstoffmonoxidsynthasgen QNOS3, ein 4G/5G-Poly-
morphismus imPAI-1 (Plasminogen Activator Inhibitor}dGen, die Faktor-V-Leiden-
Mutation und die M235T-Variante inAngiotensinogeien erhéhen das Risiko fir eine
Praeklampsie erheblich. Mutationen imlethylentetrahydrofolatreduktageen, die
G20210A-Variante imProthrombirGen und eine Variante deSluthation-S-Transferase
Gens sind ebenso als Risikofaktoren identifizidd alle Mutationen, die zu einer reduzierten
Funktion von Protein C, Protein S und Antithrombinfihren. Da bei Patientinnen mit einer
Praeklampsie vermehrt familidre Dyslipidamiezine Insulinresistenz oder eine familiare
Adipositas gefunden werden, haben vermutlich auctakbnen, die zu diesen Erkrankungen
fihren, eine Bedeutung in der Pathogenese der IBrap&ie. Eine besondere Rolle scheint
auch das fetale und damit das paternale Genomielespda bei Blasenmolen - bei denen
das paternale Genom doppelt vorliegt - besonddmese und sich frih manifestierende

Praeklampsien nachweisbar sind (15). Tatsachalasts weitere grosse Studien notwendig
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sind, um die genetischen Determinanten der Pragd@mausreichend genau zu definieren
und deren Bedeutung in der Pathogenese daarikung im Vergleich zu erworbenen
Faktoren und Umwelteinfliissen zu verstehen.

Generell kann man davon ausgehen, dass das Widdegkosiko fur eine HES besonders
gross ist, wenn die Praeklampsie/ Eklampsie der 30.SSW auftrat, der systolische
Blutdruck tber 160 mmHg lag und Hypertonie undt@®rwmrie 10 Tage post partum noch

nachweisbar waren (116).

2.3.3 Pathologische Anatomie und Pathogenese

Waéhrend die klinische Symptomatik bei einer hypesteen Schwangerschaftserkrankung
vorwiegend in der Mitte der zweiten Schwangersdhgifte zum Vorschein kommt, treten
die zugrunde liegenden pathophysiologischenaMgerungen wesentlich friher auf. Die
gegenwartige Hypothese fir die Entwicklung einerSHEeruht darauf, dass infolge einer
generalisierten endothelialen Dysfunktion eimgleichgewicht zwischen den vasoaktiv
wirkenden Substanzen Prostacyclin (PGI2) und Thmdab A2 (TXA2) auftritt. Es kommt
zu einer vermehrten Synthese des vasokonstrikt@iseind aggregatorischen Thromboxans
A2, das von den Thrombozyten synthetisiert wird, dgleichzeitig verminderter Produktion
des vasodilatatorischen und antiaggregatorischesta&yclins (PGI2) im Gefassendothel.
Dies fihrt zu einer Erhéhung des peripheren Gefiéissatandes und insbesondere zu einer

verminderten Uterusdurchblutung (116).

Zusatzlich findet sich haufig eine gestdrteophoblastinvasion, die histomorphologisch
ahnliche Merkmale wie bei der IUGR aufweist (s. K2j2.3).

Nach Angaben in der Literatur korreliert auch elaterale Plazentalokalisation mit einer

erhohten Praeklampsierate (92).

Histopathologische Befunde von Plazenterd Ulazentabettbiopsien praeklamptischer
Schwangerer zeigen eine gute Korrelation ea dopplersonographischen Befunden der
A.uterina (143). Da bei Praeklampsie eine enge I¥@nrfung mit dem Problem der IUGR

besteht, sei bezuglich dopplersonographischer Dstgnauch auf das entsprechende Kapitel

der vorliegenden Arbeit (Kap. 2.2.4.2) verwiesen.
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2.4 Wachstumsfordernde Faktoren und Regulation dePlazentaentwicklung

Die Entwicklung der Plazenta setzt intakte Stoffagedablaufe voraus, die wiederum von
verschiedenen Wachstumsfaktoren beeinflusst werBemuglich der Zottenreifung ist der

Insulin-like Growth Factor-I (IGF-1)n Verbindung mit seinem spezifischen Rezep&fF-IR

seit Jahren von besonderem wissenschaftlidnéaresse und hat zunehmende Kklinische
Bedeutung erlangt. Die Gene fi6F-1 und IGF-IR wurden lokalisiert und kloniert, ihre

Funktion und Wirkungsmechanismen werden noch esfirs

2.4.1 Insulin-like Growth Factor-1 (IGF-I)

Der IGF-I (OMIM *147440) gehdrt zu einer Familie von Polyppieen, deninsulin-like
Growth Factors (IGFs)die unmittelbar wachstumsfordernd wirken. Nachdeaughaday et
al. (1972) ihre Hypothese, dass es einen Vermigteischen Wachstumshormon (GH) und
dessen wachstumsstimulierender Wirkung geben mimsauliert hatten, wurden die IGFs
zunéchst unter verschiedenen Synonymen (,Midépon-Stimulating Activity“, [MSA];
~NonSuppressible Insulin-Like Activity”, [NSILA]; 8matomedin A, B und C) charakterisiert

(37; 123; 124; 125). Inzwischen belegen zatire Forschungsergebnisse, d#S§-I|
(synonym: Somatomedin C) sowohl embryonal alsch postnatal gewebespezifische,

mitogene, differenzierende und funktionelle Ablawfeterstiitzt und somit in das jeweilige

biologische Gesamtkonzept integriert ist (11; 68)1

24.1.1 Molekulargenetik und Struktur von IGF-I

Das Gen fUrlGF-1 liegt beim Menschen auf Chromosom 12g22-q24.1 @@;158). Es
Uberspannt etwa 45 kb, weist 5 Exons auf (s. Abb.in Kap. 4.1.1) und kodiert fur ein
Polypeptid mit einem Molekulargewicht von etwa KkB. Dieses basische Peptid mit 70
Aminosauren und drei Disulfidbriicken ist strukturait dem Proinsulin verwandt (87; 120)
(s. Abb. 2-7).
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Abb. 2-7: Primarstruktur dedGF-I.
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Die Transkription Uber zwei Promotoren, difflete Transkriptionsstartorte, alternatives
»,RNA-splicing“ sowie eine unterschiedliche Wabkr Polyadenylationsstelle fihren zu
verschiedenenGF-I-mRNAs, dielGF-1-Vorlauferpeptide (Prapro-/ Pi&GF-l) in varianten
Formen kodieren. Anhand dieser Befunde wird einglitiie Regulationsebene d&BF-I-
Biosynthese posttranslational diskutiert (6; 71; 284; 125; 126).

2.4.1.2 Expression und Funktion vonGF-I

IGF-1 wird in zahlreichen embryonalen und matemaGeweben sowie in der Plazenta
exprimiert (3; 18; 20; 35; 36; 38; 101; 136). NaehdHan et al. (1988) und Wang et al.
(1988) die IGF-I-Synthese in der menschlichen Plazenta durch fideiton von IGF-I-
MRNA etabliert haben, konnte nachgewiesen werdassI@GF-1 im villdsen Trophoblasten
exprimiert wird (18; 102).

Die wachstumsférdernde Wirkung va@F-I wird durch denGF-Rezeptor Typ | (IGF-IR)
moderiert (78; 99; 159), der ebenso W&F-I in breiter Verteilung und in der Plazenta
vornehmlich im villdésen Trophoblasten exprinievird (18; 102). So ergibt sich eine
parakrine und autokrin&F-I-Wirkung auf die plazentare Zottenentwicklung (202).

Dartber hinaus wirdGF-I in der Plazenta und in anderen Kompartiem®nmit hoher
Affinitdt an spezifische BindungsproteindGEBPY gebunden, die unter anderem auch

intraplazentar exprimiert werden (64). Experimdeteind klinische Daten sprechen dafr,
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dass die Bindung an di&FBPs die IGF-1-Wirkungen moduliert, wobei die genauen

Regulationsmechanismen noch unklar sind (83).

Aus verschiedenen Studien geht hervor, d&sl in Verbindung mit demGF-IR und den
IGFBPs als sogenannte$GF-I-System in die funktionelle Regulation der ttZozyto-
trophoblastproliferation eingebunden ist (66; 1)dem scheint daksF-I die Produktion
von Vascular Endothelial Growth Factor (VEGEU beeinflussen (75). Dabei geh®fEGF

zu den Wachstumsfaktoren, die bei der Steuerungavgiogenetischen Prozessen beteiligt
sind (27; 160). DakGF-I-System wird damit fir die Vorgdnge der Angiogenese zentraler
Bestandteil der Zottenreifung sind, bedeutsamush &ap. 2.4.2.2).

Ausserdem ist die Rolle volGF-1 beim intrauterinen Wachstum durch Experimente mit
transgenen Mausen durch spezifisches Ausschalteexjaession de$GF-1 sowie seines
Rezeptors auf der Zelloberflache in den letzterrelalsehr detailliert erarbeitet worden. Im
Tiermodell zeigten Knock-out-Mause mit eineonipletten Ausschaltung deiGF-I-
Expression eine schwere intrauterine und postnilfalehstumsretardierung (12; 89; 108).

Beim Menschen zeigten verschiedene Untersu@mnglassIGF-I-Konzentrationen im
Nabelschnurblut sowie in der maternalen Zirkulatioit dem Geburtsgewicht signifikant
korrelieren (34; 44; 58; 68; 81, 85; 94). Ebensséa Studien zur plazentaren Expression von
IGF-I eine Assoziation mit dem fetalen Geburtsgewichtnegen (3; 136; 139).

Fir dasIGF-I-Gen sind in der Datenbank HGMD (,Human Geviatation Database")
insgesamt drei Mutationen beschrieben. Woods et18D6) berichteten als Erste Uber eine
grosse Deletion imIGF-I-Gen bei einem Patienten miGF-I-Deffizienz und
Beeintrachtigung des intrauterinen sowie des ptara Wachstums (157). Darliber hinaus
identifizierten Bonapace et al. (2003) eine Nukbstbstitution dedGF-I-Gens bei einem
weiteren Patienten mit Einschréankung dé&f-I-Funktion (19). Zusammengefasst scheint
IGF-1 eine wichtige Rolle in der Regulation des menstigh Wachstums in utero zu spielen.
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2.4.2 Insulin-like Growth Factor-I Receptor (IGF-IR)

Der IGF-I-Rezeptor (GF-IR, OMIM *147370) gehort zu der Famili der
Tyrosinkinaserezeptoren und vermittelt unter antledée wachstumsfordernde Wirkung von
IGF-1 auf die Entwicklung der Plazenta und der Zottea@sfrukturen (78; 99; 159).

24.2.1 Molekulargenetik und Struktur vonIGF-IR

DasIGF-IR-Gen ist beim Menschen auf Chromosom 15qg25-q2disx# (53; 106; 122). Es
Uberspannt etwa 100 kb und besteht aus 21 Exorss &bb. 4-2 in Kap. 4.1.2). Cooke et al.
(1991) analysierten die Promoterregion des Gens agigten, dass die 5 -untranslatierte

Region besonders GC-reich ist (29).

Strukturell besitzt detGF-I-Rezeptor (IGF-IR)grosse
Homologie mit demnsulinrezeptor (INSR§99; 151) (s.
Abb. 2-8b). Der IGF-IR ist ein heterotetrameres
Glykoprotein mit Tyrosinkinaseaktivitat Die

IGF-I- Insulin-
Rezeptor rezeptor

ligandenbindende Doméne besteht aus derdei
extrazellularena-Halften (135 kD); diep-Halften (95
kD) sind kinaseaktiv, werden nach Bindurdes
Liganden phosphoryliert und enthalten die Signaldioen
(s. Abb. 2-8a). Dier- bzw. - Untereinheiten dekGF-I-
Rezeptorskénnen mit den entsprechenden Anteilen des

Insulinrezeptors hybridisieren, was fur die funkttie
Breite bedeutsam sein durfte (99; 100).

Abb. 2-8 a, bIGF-I-Rezeptor DerIGF-I-Rezeptobesteht aus zweiBindungseinheiten und aus zvfeUnter-
einheiten mit Tyrosinkinaseaktivitit (a), und wejstsse Ahnlichkeit mit dem Insulinrezeptor auf (b)

(Aus: Kiess 1999)
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2.4.2.2 Expression und Funktion vonGF-IR

Fur die Expression vohGF-IR ist neben verschiedenen embryonalen sowitermalen
Geweben auch das plazentare Gewebe verantwor8jch8( 20; 38). Dabei scheint di&F-
IR-Expression hauptséachlich im villdsen Trophoblastéalisiert zu sein (18; 102).

Uber denlGF-IR wird die mitogene Wirkung voiGF-1 vermittelt, welche fiir die Reifung
der Plazenta entscheidend ist (38; 78; 99; 159.Bmdung vonGF-I anIGF-IR bewirkt die
Stimulation von wichtigen Signallbertragungswegantophosphorylierung des Rezeptors
und Phosphorylierung von intrazellularen Substanz@Eninsulin Receptor Substrate-1(IRS-
1) und-2 (IRS-2)sowie Mitogen-Aktivierte Protein-Kinase (MAP-Kinasefd Phosphatidy
Inositol-3-Kinase (PI-3-Kinasegind fur die biologische Wirkung de&F-1-Rezeptorsvon
zentraler Bedeutung (5; 40; 99) (s. Abb. 2-9).

IGF-I ligand @)

Receptor-ligand complex

recepior

Crher substrates Bilging protein GAP
Pl3 kinasa 2 ; comple
PLCY / l \ (GRBZ, 508) %

Abb. 2-9: Modell dedGF-I-vermittelten Signaltransduktion. Durch Bindung @&¥F-1 an denlGF-I-Rezeptor
wird dieser aktiviert, wodurch ein intrazellulagignalkaskadenweg angeschaltet wird, der Ubergasteigerte
Transkription von fur den Zellzyklus notwendigenr@e letztendlich den Wachstumseffekt @#-1 bewirkt

(Aus: Cotran 1999; modifiziert)
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Wie bereits erwahnt, fordert dd&F-1-System, das aufGF-1, IGF-IR und denIGFBPs
besteht, die Proliferation des villdsen Zytotroplagken (66; 102). Zusatzlich wird ded@F-
[-System eine lokal& EGFvermittelte angiogenese-modulierende Wirkung zclgesben
(75). Eine positive Korrelation zwischen dd@F-1-System und deNMEGFExpression
konnte bereits zu einem friheren Zeitpunkt Termodell an retinalen Epithelzellen
nachgewiesen werden (111). Vor kurzem konntenn$ret al. (2005) durch Versuche mit
Epithelzellen der menschlichen Retina einen Medmans beschreiben, Uber dEBF-1 die
VEGFvermittelte Wirkung mittels deBGF-I-Rezeptorsbeeinflussen kann. Dabei stimuliert
IGF-1 durch Bindung anlIGF-IR einen PI-3-Kinase- und MAP-Kinaseabhangigen
SignalUbertragungsweg und somit die Aktivitat deanBkriptionsfaktorsHIF-1 (Hypoxia
Inducible Factor-1).Dies wiederum fuhrt zur Expression vV&/EGFMRNA (147). Hohe
VEGF-Spiegel korrelieren in der menschlich€thwangerschaft mit Dominanz der
.branching“-Angiogenese, wahrend niedrigdEGFSpiegel mit Dominanz der ,non-
branching“-Angiogenese assoziiert sind (74; 80)dei Daten unterstiitzten die Annahme,
dass die Interaktion votGF-I mit IGF-IR uber VEGF einen stimulierenden Effekt auf die

Neovaskularisation hat.

Daruiber hinaus konnte im Rahmen von Expressiongstuch Tiermodell gezeigt werden,
dassIGF-IR eine entscheidende Bedeutung fur das intrautaiaehstum hat. Liu et al.
(1993) berichteten, dass die Ausschaltung HeB-IR-Gens bei der Maus zu einer
ausgepragten Einschrankung des fetalen Wachstumns (RReduktion des Geburtsgewichtes
um etwa 45%) (89).

Zudem konnten Abu-Amero et al. (1998) zeigen, ddissExpression vonGF-IR in der
menschlichen Plazenta mit dem Geburtsgewiotitrekert (3). Weiterhin wurde eine
reduzierte Bindungsaffinitat volGF-IR bei einer Interaktion mitGF-I mit intrauteriner
Wachstumsretardierung beim Menschen in Verbindwigaght (34; 44).

Fur dassGF-IR-Gen sind in der Datenbank HGMD (,Human Gene MotaDatabase”) zwei
Mutationen beschrieben. Nachdem Faivre et al. (R@0®R Erste eine Mutation itGF-IR-
Gen bei einem Patienten mit Wachstumsstorung idlgati haben (49), konnten Abuzzahab
et al. (2003) zeigen, dass zwei Missense-Mutatianah eine Nonsense-Mutation di€d--

IR-Gens mit Einschrankung der Funktion oder Anzaii MGF-I-Rezeptorerbei Patienten
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mit intrauteriner und postnataler Wachstumsdeteung einhergehen(4). Eine weitere
Missense-Mutation imiGF-IR-Gen konnte von Kawashima et al. (2005) bei einatieRten

mit Beeintrachtigung des intrauterinen sowies goostnatalen Wachstums nachgewiesen
werden (76). Diese Daten weisen darauf hin, #@8sIR an der Regulation des intrauterinen
Wachstums beim Menschen beteiligt ist.

2.4.3 Regulation der Expression voiGF-1 und IGF-IR

Die lokale, auf die Plazenta beschrank&-1- und IGF-IR-Expression ist komplex und
obwohl eine gewebsspezifische Regulation durchchieedene Faktoren nachweisbar ist (50;
61; 64; 134; 153), sind diese Faktoren sodseen genaues Zusammenspiel noch nicht
ganzlich geklart.

Eine entscheidende Rolle spielen dabei molekulégeriEchaften. DidGF-1-Genexpression
und damit die physiologisch&éGF-I-Synthese wird durch die in Kap. 2.4.1.1 skizzierten
molekularen Mechanismen strukturiert, wobei daet® der IGF-I-mRNA mit ihren
unterschiedlichen Translationseigenschaften eipezisllen Aspekt darstellt. Beziglich der
Expression vonlGF-IR konnten mehrere Studien zeigen, dass an einecuriBoeprotein
zahlreiche Modifikationen wahrend und nacter Translation stattfinden, die zu
differenzierten Rezeptorformen mit funktiomsinlierenden Doménen fihren. Diese
Erkenntnisse waren Ausgangspunkt flr weitesgudien, mit denenlGF-I bzw.
insulinspezifische Bindungsdoméanen definiert wurflesi).

Weiterhin scheinen di¢GF-Bindungsproteine (IGFBPSjir die Regulation der Expression
und Bioverflgbarkeit vomGF-I bedeutsam zu sein (83). So konnten frilhere Urtmmgen
zeigen, dass erhoht&FBP-Werte mit einer vermindertelGF-1-Expression korrelieren (58;
81; 104; 121). Nach In-vitro-Versuchen mit fetalegberzellen ist das kritische Signal fir die
Stimulation der Synthese vdGFBP der Mangel an Sauerstoff (145), wahrend auch veeite
pathologische Mechanismen wie mangelnde stgatzufuhr mit verminderter Insulin-
produktion und fetaler Stress mit gesteigerter Gkaktikoidausschittung in dem komplexen
Regulationsprozess eingebunden sind (31; 54; 69; 13

Averbukh et al. (1998) untersuchten im Tiermodédl cktinale Genexpression véGF-I ,

IGF-IR und IGFBPs unter hypoxischen Bedingungen und zeigten, dasdo#iele Hypoxie
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Uber verstarkte Expression vi@F-IR und IGFBPs,und unveranderte oder reduziei®@-I-
Expression zu einer Stimulation déSF-I-Systems fuhrt (10). Umgekehrt wird eine
verminderte Aktivitat de$GF-I1-Systems mit einer lokal erhéhten Sauerstoffkonagion in

Verbindung gebracht.

Ausserdem konnte tierexperimentell gezeigt werdiaiss Ostrogen und Androstendione die

plazentardGF-1-Synthese beeinflussen kénnen (112).

Zusatzlich vermuteten Sheikh et al. (2001), dass Placental Growth Hormone (PGH)
neben derlGF-1-Konzentration in der maternalen ZirkulatioB; (48) auch die lokale

Produktion vorGF-I in der Plazenta reguliert (136).
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3 Material und Methoden

3.1 Probandenkollektiv

In der vorliegenden Studie wurde ein Kollektiv @8 Probandinnen und deren 33 Kindern
erfasst, bei denen die Diagnose einer intrauterifVashstumsretardierung (IUGR) aufgrund

klinischer, ultrasonographischer und morphologis&efunde gestellt worden war.

Im Vorfeld der Studie liess sich diesé®llektiv mit Hilfe der nichtinvasiven

Dopplersonographie der umbilikalen und uteropiaren Gefasse unterteilen in: ein
Patientenkollektiv mit IUGR und ARED-Flow in der.unbilicalis (19 Patientinnen und

deren 19 Kinder); und ein Kontrollkollektiv mit [LIRSund unauffalligem Dopplerbefund der
Umbilikalarterie jedoch pathologischem Dopplerprofer A.uterina (Notch) (14 Patientinnen
und deren 14 Kinder). Um dabei auch die Plazentphmbogie zu bericksichtigen, waren die
Plazenten von der Arbeitsgruppe von Prof. P. Kanfimian Institut fir Anatomie der RWTH

Aachen pathoanatomisch untersucht und nach hisptrolegischen Kriterien entsprechend
eingeteilt worden. Bei einem Teil der Patientinmearen hypertensive Erkrankungen in der
Schwangerschaft (HES) diagnostiziert wordenpevodie Haufigkeit der HES in beiden
Kollektiven vergleichbar war. Ausserdem war beealin die Studie aufgenommenen Fallen
eine diagnostische Ursachenabklarung vorgenommeorden, mit Ausschluss von
Fehlbildungen und Chromosomenanomalien sowie wmoemunologischen und infektibsen

Ursachen fur eine IUGR.

Die Probanden sowohl des Patientenkollektives ath ales Kontrollkollektives wurden fir
die Mutationsanalyse der Gem&F-I und IGF-IR ausgewahlt. Ubersichtstabellen uber die
beiden Kollektive sind dem Anhang (8.1.1 und 8.Zzi2entnehmen.

Genomische DNA von 100 gesunden Probanden Ma@er und deren 50 Kindern)

europdaischer Herkunft diente zur Kontrolle.
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3.2 Materialien

3.2.1 Chemikalien

Acrylamidlésung Bio Rad Heresil CA, USA
Agarose Initrogen Karlsruhe

Aqua bidest. Merck Darmstadt
Bisacrylamidlésung Bio Rad Hercules, CA, USA
EDTA Roth Karlsruhe
Essigsaure Roth Karlsruhe
Ethanol Merck Darmstadt
Ethidiumbromid 1% Merck Darmstadt
Formaldehyd 37% Merck Darmstadt
Formamid Merck Darmstadt
Glycerin Merck Darmstadt
Harnstoff Merck Darmstadt
Langenstandard:

50bp-Leiter (1 pg/ul) Invitrogen Karlsruhe
100bp-Leiter (1 pg/ul) Invitrogen Karlsruhe
Nukleotid-Stammldsungen:

dNTP 100 mM Solutions Invitrogen Karlsruhe
Phenol Roth Karlsruhe
Q-Solution Qiagen Hilden
Salpetersaure, HND65% Merck Darmstadt
Salzséaure, HCI, 37% Merck Darmstadt

SDS Roth Karlsruhe

Silbernitrat, AQNQ Merck Darmstadt
TEMED Merck Darmstadt

3.2.2 Puffer

PCR-Puffer (10x) 200 mM Tris-HCI (pH 8,4), 500 mMCK
TBE (10x) 89 mM Tris-HCI (pH 8,3), 89 mM Borséure,
10 mM EDTA (pH 8,0)

SSCP-Puffer [Blaupuffer/[Formamid 1:4] Btaffer: 10 mi
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Sequenzierpuffer

Frischblutlysispuffer

Kernlysispuffer

TE-Puffer

Loading-Buffer fir Agarosegel

Formamid; 10 mg Brompbidtau; 10 mg
Xylen-Xyanol; 2@0 0,5 M EDTA (pH 7,0);
ad 100 ml A.dest.; Fomid 100%, deion.

10 ml Formamid, 2 ml EDTA (25 mM),
40 mg Dextranblau

155 mM NH4CI, 10 mM KHCO3,

0,1 mM EDTA

10 mM Tris-HCI (pH 8,0), 400 mM NiC
2 mM EDTA

10 mM Tris-HCI (pH 8,0), 1 mM EDTA
2,5xTBE, 20% Ficoll}

0,1% Bromphenolblau

Puffer fir DNA-Isolation aus Paraffingewebe 200 riikis-HCI (pH 8), 10 mM EDTA

Fallungsmix

3.2.3 Kits

ABI PRISM BigDye Terminator

Cycle Sequencing

QIAquick PCR-Purifikation Kit

3.24 Enzyme
Proteinase K
Restriktionsendonukleasen:

BamHlI
Ddel
Sacll
Pwvull

Taqg-Polymerase, 5000 U/ml

250 ml absolutes Ethanol,
10 ml 3M Na-Acetat (pH 5,2)

Applied BiosystemsWeiterstadt

Qiagen Hilden

Boehringer Mannheim

New England Biolabs Frankfurt/Main

New England Biolabs Frankfurt/Main
Takara Biomedicals Frankfurt/Main
MBI Fermentas St-Leon-Rot

Invitrogen Karlsruhe
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3.25 Oligonukleotid-Primer

PCR- und Sequenzierprimer
(Sequenzen s. Anhang 8.2)

3.2.6

ABI PRISM 377 Genetic Analyzer

ABI PRISM™ 377 Collection Software
Autoklav Hiclave HV85
Elektrophorese-Kammern:

Gel Elektrophoresis Apparatus GNA-200
Geldokumentation:

Imaging-System Gel Doc 200

Software: Quantity One 4.1.1
Geltrockner GelDryer 583

Photometer Gene Quant Il

Pipetten

Spannungsquelle:
Elektrophoresis power supply
SSCP-Kammern:
Multigel-Long-Gelkammern
Thermocycler:

PTC 100, MJ Research

PTC 200 DNA Engine, MJ Research
Tischzentrifuge Centrifuge 5415
Whatman-Papier Whatman Gb002

MWG-Biotech AG Ebersberg

Geréte und sonstige Arbeitsutensilien

Applied BiosystemsWeiterstadt

Applied Biosystems  Weiteds
BPW Sussen
Pharmacia iage, GB
Bio Rad Hercules, USA
Bio Rad Hercules, USA
Bio Rad Hercules, USA
Pharmaciag8iot  Cambridge, GB
Eppendorf Hamburg
Life Technologies RsisSc
Biometra Gottingen
Biozym Oldendorf
ozBim Oldendorf
Eppendorf Hamburg

Schleicher und Scbhidksel
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3.3 Molekulargenetische Methoden

3.3.1 DNA-Isolation

Genomische DNA kann aus unterschiedlichen étnolaterialien isoliert werden. In der
vorliegenden Arbeit wurde die DNA der Mutter und ¢tebenden Kinder aus Frischblut, der

bereits verstorbenen Kinder aus Paraffinblockeratiert.

3.3.1.1 DNA-Isolation aus Frischblut

Bei der Mehrzahl der Falle wurden von jedem Prokan®-10ml venéses EDTA-Blut zur
Verfligung gestellt. Die genomische DNA wurde aus deukozyten mittels Salzfallung nach
der nicht-toxischen Ansatzmethode nach Miller e(@8) isoliert.

3.3.1.2 DNA-Isolation aus Paraffinblocken

Oftmals war von verstorbenen Patienten nur in Faraingebettetes Gewebe vorhanden.
Durch die Dehydrierung und Fixierung des Gewebe&amrmamid vor der Einbettung in
Paraffin war die DNA dabei dann teilweise schomrddiert. Die Extraktion erfolgte mit
organischen Ldsungsmitteln (einem Gemisch aus dhé&hloroform und Isoamylalkohol)
nach dem von Eggermann et al. (46) beschrieberwakeil.

3.3.1.3 DNA-Konzentrationsbestimmung

Die Konzentration der isolierten DNA wurde durctof@dmetrische Messung bei 260nm, dem
Absorptionsmaximum von doppelstrangiger DNA, ereftittDazu wurde die DNA 1:70 mit
A.dest. verdunnt. Als Referenz wurde der Leerwem \A.dest. eingesetzt. Mit Hilfe des
Lambert-Beer’schen Gesetzes liel? sich die DNA-Koimagon errechnen:

DNA-Konzentration C [pg/ml] = Optische Dichte A@6x Verdinnung (Faktor 70) x

Extinktionskoeffizient fir DNA (Faktor 50)
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3.3.2 Polymerasekettenreaktion ( PCR)

Zur Durchfihrung der Mutationsanalyse des aus tnExmestehendelGF-I-Gens und des
aus 21 Exons bestehendd@F-IR-Gens wurde zunachst die Patienten-DNA mittels
Polymerasekettenreaktion vervielfaltigt. Die Polyasekettenreaktion (,Polymerase Chain
Reaction,[PCR]) ist eine Methode zum vitro Amplifikation von bestimmten DNA-
Fragmenten. Im ersten Schritt wird die Matrizen-DMArch thermischéenaturierungin
einzelstrangige DNA uberfuhrt. An diese hybridisierim folgenden Schritt synthetische
Oligonukleotid-Primer Annealing. Davon ausgehend synthetisiert eine hitzestaDMNA-
Polymerase im letzten Schritt die komplementar&érdnge Extensiof. Durch mehrfache
Wiederholung dieses aus drei Schritten besidén Zyklus erfolgt eine exponentielle
Amplifikation (13; 98; 127).

Die PCR-Reaktion erfolgte nach den in den Tabeliab. 3-1 und Tab. 3-2 dargestellten
Protokollen. Es wurde immer auch eine Wasebg untersucht, um eine eventuelle
Kontamination der Ubrigen Reagenzien mitenkd-DNA auszuschliessen. Die PCR-
Bedingungen wurden fir jedes Exon etdblies.Anhang, 8.2), wobei verschiedene
Annealing-Temperaturen und teilweise die Zugabeisfler Reagenzien ausgetestet wurden.
So wurde Q-Solution (Qiagen), die Formamid und DM&@halt, als Cosolvent eingesetzt,
um die Amplifikation problematischer Matrizen-DNAitnungunstiger Konformation oder

hohem GC-Anteil durch Modifikation des Nukleins&w®chmelzverhaltens zu erleichtern.
Durch Zugabe von Q-Solution sowie durch ErhohungAtenealing-Temperatur kam es bis
zu einem gewissen Grad zu einer Steigerung der-®@Rifitat jedoch bei gleichzeitiger

Abnhme der PCR-Produkt-Menge. Um eine ausreich@&mnddukt-Menge zu erhalten, wurde

die Extensionszeit abweichend vom ,Standard-PGiRpamm* (s. Tab. 3-2) verlangert.

Zur Amplifikation wurden automatische ThermocyBifC 200 DNA Engine, MJ Research,
Biozym, Oldendorf, Deutschland) verwendet.
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Komponente Volumen Endkonzentration
Autoklaviertes A.dest. >8] e
dNTPs (5 mM) 4,0 pl 0,8 mM
*10xPCR-Puffer (200 mM Trisy 2,5l 1x

HCI (pH 8,4); 50mM KCL)

*MgCl2 (15 mM) 2,5l 1,5 mM

Primer F (Forward) (10 uM) 1,0 pl 04 uM
Primer R (Reverse) (10 uM) 1,0 pl 04 uM
Tag-DNA-Polymerase (5 U/ul 0,2 ul 1,0 unit
DNA-Template (20 ng/pl) ou | e

Tab. 3-1: Zusammensetzung gER-Reaktioffiir ein Ansatzvolumen von 25ul

*Diese beiden Komponenten wurden bei der Afikption der FragmentdGF-IR-5"-UTR1, -5-UTR2, -5'-
UTR3 und -5"-UTR4 durch Q-Solution (5xSolution; Molen: 5,0ul; Endkonzentration: 1x) in Kombinatioit m
einem speziellen PCR-Puffer (10xSolution, Tls- KCI, (NHs)2S®, 15mM MgCh; Volumen: 2,5ul;

Endkonzentration: 1x) von der Firma Qiagen (Hildeautschland) ersetzt

Schritt-Nr. Temperatur Zeit Bezeichnung
1. 94°C 5,0 min initiale Denaturierung
2. 94°C 0,5 min Denaturierung
*3. TA 0,5 min Primerannealing
**4, 72°C 1,5 min Extension
Wiederholung der Schritte  2.-4.:39 mal
5. 72°C 10,0 min finale Extension

Tab. 3-2: Standar@CR-Programm

TA: Annealing-Temperatur (s. Anhang, 8.2)

* Bei der Amplifikation vonIlGF-IR-5-UTR1, -5"-UTR2, -5"-UTR@nd -5"-UTR4wurde dieser Schritt auf
1min verlangert

** Bei der Amplifikation vonIGF-I-Ex.3 -Ex.5sowie vonlGF-IR-Ex.4 -5"-UTR1, -5"-UTR2, -5-UTRG@nd -
5°-UTR4wurde dieser Schritt auf 2min verlangert



3 Material und Methoden 41

3.3.3 Agarose-Gelelektrophorese

Um zu Uberprifen, ob die Amplifikation mittels PGRfolgreich war, wurden die PCR-

Produkte auf 1%ige Agarosegele aufgetragen undrefgioretisch aufgetrennt.

Die Agarose-Gelelektrophorese ist eine Methode,diegeWanderung geladener Teilchen im
elektrischen Feld zu deren Trennung ausnitzt. Amigrdes negativ geladenen Phosphat-
Ruckgrats der DNA wandern die Proben bei Anlegen 8pannung von der Kathode zur
Anode. Dabei héangt die Laufgeschwindigkeit von @ebsse der Fragmente, der Hohe der
angelegten Spannung und der Konzentration des Aggets ab.

In der vorliegenden Studie dienten 1%ige Agaroseger Uberprifung der Qualitit von

PCR-Produkten, bevor diese fir weitere Untersuckuvgrwendet werden konnten.

Reagenzien fur didgarose-Gelelektrophore$&% Agarosegel-Ansatz)

Agarose 349
10xTBE-Puffer

(89 mM Tris-HCI [pH 8,3]; 89 mM Borséaure; 10 mM EBTpH 8,0]) 30 ml
Ethidiumbromid

(20 mg/ml in A.dest.) 30ul
A.dest. ad 300 ml

Durchfiihrung deAgarose-Gelelektrophorese

Die Agarose wurde in 10xTBE-Puffer und A.dest. (@vtvolumen: 300 ml) aufgekocht, bis
sie sich vollstandig geltst hatte. Nach Abkig des Gemisches auf ca. 45°C wurde
Ethidiumbromid zugegeben, das in die helik&tguktur der DNA interkaliert und bei
Bestrahlung mit UV-Licht sichtbar wird. Ans@dsend wurde die Gellbsung in einen
Geltrager gegossen. Nach erfolgter Polymerisatiomdes das Gel in eine Elektrophorese-
kammer gelegt und mit 1XTBE als Laufpuffer versefgweils 5ul der zu testenden PCR-
Produkte wurden mit je Bl Loadingbuffer aufgetragen. Zur Grdssenbestimgn der
Fragmente wurde bei jedem Testvorgangh aaine 100bp-Leiter aufgetragen. Die
Elektrophorese lief ca. 40 min bei 120 V. Zur Détmk der Produkte wurde das Gel unter
UV-Licht betrachtet und dokumentiert.
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3.34 Analyse von Einzelstrangkonformationspolymorpismen (SSCP)

Um die PCR-Produkte auf das Vorhandensein von &eyeranderungen zu untersuchen,
wurde die Analyse von Einzelstrangkonfationspolymorphismen (,Single-Strand-
Conformation-Polymorphism/ Analysis”, [SSCP/ SSCAlrchgefinhrt.

Die SSCP-Analyse beruht darauf, dass ein amati DNA-Einzelstrang unter nicht-
denaturierenden Bedingungen aufgrund scibéedlicher Konformation veranderte
Laufeigenschaften aufweist (63; 103; 144).

Die elektrophoretische Auftrennung der Eiszédnge erfolgte auf nativen 10%igen

Polyacrylamidgelen mit einem Verhaltnis von Acryldmu Bisacrylamid von 49:1.

Das SSCP-Muster liefert allerdings nur eineimweis auf das Vorhandensein von
Sequenzvarianten, nicht aber tUber deren Art undti®wsDaher wurden Fragmente, die
abweichende SSCP-Muster zeigten, mittels btth der direkten Mutationsanalyse

weiteruntersucht.

Reagenzien fir diESCP
10xTBE-Puffer : 89 mM Tris-HCI (pH 8,3); 89 mM Béngre; 10 mM EDTA (pH 8,0)

10% Gelstocklosung [Acrylamid/Bisacrylamid 49:1122,5 ml 40%iges Acrylamid; 50 ml
2%iges Bisacrylamid; 25 ml 10xTBE; 500 ul TEMED;%@D ml A.dest.

10% APS : 10 g Ammoniumpersulfat; 100 ml A.dest.
10% Glycerol

SSCP-Probenpuffer [Blaupuffer/Formamid 1:4Blaupuffer: 10 ml Formamid; 10 mg
Bromphenolblau; 10 mg Xylen-Xyanol; 200 pl 0,5 M E® (pH 7,0); ad 100 ml A.dest. ;
Formamid: 100%, deionisiert.

70% Ethanol

Durchfihrung de6SCP

Es wurden native Polyacrylamidgele vorbereitet. &iir Gel wurden 20 ml Gelstockldsung

bendtigt, die mit 250 pl 10%igem APS versetzt wardes wurden jeweils 3 pl PCR-Produkt

mit 5 pl SSCP-Probenpuffer vermischt und auf je@es wurden 8 pl des Probengemisches
sowie 4 ul einer 100bp-Leiter aufgetragen.
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Da die SSCP je nach Laufbedingung unterschiedlErgebnisse liefern kann, wurde das
Laufverhalten der amplifizierten DNA-Fragmente unteer Bedingungen untersucht. Je ein
Gel mit und ohne Glycerol liefen bei Raumtemperatnd 180 V, je ein Gel mit und ohne
Glycerol im Kuhlschrank bei 4°C und 200 V fur di&iunden. Die Detektion der PCR-
Produkte erfolgte anschlieend durch Silberfdgo (s. Tab. 3-3). Die Gele wurden
schlief3lich  zur Archivierung auf WhatmRapier aufgezogen und auf einem

Vakuumtrockner bei 80°C drei Stunden getrocknet.

Schritt-Nr. Zeit Reagenzium (Konz.) Effekt
1. 10 min Ethanol (10%) Fixierung
2. 10 min HNQ (1%) Ansauerung
3. 30 min AgNQ (0,2%) Farbung
4. 3x1 min A.dest. Waschen
5. 2x kurz NaCOs(3%)+ Entwicklung
Formaldehyd (0,05% in
Naz2COg)
6. 5 min Essigsaure (10%) Fixierung

Tab. 3-3: Ablauf der Silberfarbung

3.35 Direkter Mutationsnachweis

Zum direkten Mutationsnachweis werden versamed Methoden eingesetzt. Zu diesen
Methoden gehoéren unter anderem die kidire DNA-Sequenzierung und der

Restriktionsverdau.

3.35.1 DNA-Sequenzierung

Die DNA-Sequenzierung nach Sanger et al. \228d auch als Kettenabbruch- oder
Didesoxynukleotidverfahren bezeichnet. Das WRrinder Sequenzierreaktion besteht im

Abbruch der DNA-Polymerisation durch Einbau vonsediedenartig fluoreszenzmarkierten

2°,3"-Didesoxynukleotidtriphosphaten (ddNTPs) (1083; 137).
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Das zu sequenzierende Fragment wurde mittels PQifemnert (100 pl-Ansatz). Das PCR-
Produkt wurde auf einem Agarosegel getesiber denQIlAquick PCR Purification Kit
(Qiagen) von Primerresten und anderen niedekularen Substanzen gereinigt und
anschlieBend mit 30 pl HPLC-gereinigtem WasseregluDas Produkt wurde auf einem
Agarosegel nochmals auf seine Reinheit und DNA&Rehin tUberprift. Davon ausgehend
wurden 80 ng Template in die Sequenzierreaktiomeseatzt. Zur automatisierten, nicht-
radioaktiven Sequenzierung wurde @d1 PRISM BigDye Terminator Cycle Sequencing Kit
(Applied Biosystems) verwendet. Als Sequenzierpridenten die entsprechenden PCR-

Primer; die meisten Fragmente wurden in beidentRigen sequenziert.

Reagenzien fur di8eq-PCR(20 pl-Ansatz)

DNA-Template 89/l
Primer F oder R 5qbiml
Terminator Ready Reaction Mix 4 ul
HPLC-Wasser d 29 pl

Programm deSeqg-PCR

Schritt 1. 96°C 10 sec
Schritt 2. T (<60°C) 5sec
Schritt 3. 60°C 4 min

Wiederholung der Schritte 1.-3.: 24 mal

Um einen mdoglichst hohen Reinheitsgrad ewueichen, wurden die Produkte der
Sequenzierreaktion gefallt. Dazu wurde der komplétisatz der Sequenzierreaktion mit 80
ul A.dest., 10 pl Natriumacetat (3 M, pH 4,8) ureD2ul 100% Ethanol versetzt und fir
30 min bei Raumtemperatur und 14000 rpm zentrifigidnschlie@end wurde der
Uberstand entfernt, das Pellet mit 250 pl 70% Ethagewaschen und fiir 10 min bei
Raumtemperatur und 14000 rpm zentrifugiert. Hdaen der Uberstand entfernt wurde,
wurde das Pellet getrocknet, anschlieBend in RHRLC-Wasser aufgenommen und
vorsichtig gelost.

Die elektrophoretische Auftrennung der zu segierende Produkte, die Detektion der
Fluoreszenzdaten und die Datenauswertung erfolgténeinemABlI PRISM 377-Genetic
Analyzer(Applied Biosystems).
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3.35.2 Analyse von Restriktionsfragmentlangenpolyorphismen (RFLP)

Die Untersuchung von Restriktionsfragmentlangenmoisphismen (,Restriction Fragment
Length Polymorphism*, [RFLP]) nutzt die Eigenschafin Restriktionsendonukleasen, an
spezifischen Erkennungssequenzen der DNA zu sdbmeliegen Mutationen vor, kdnnen
diese Schnittstellen neu entstehen oder éeifalso dass es zu einer Verdnderung des
Fragmentmusters nach enzymatischer Spaltung elekitrophoretischer Auftrennung der
genomischen DNA kommt.

Wenn es kein Restriktionsenzym gibt, das in deriGtegchneidet, in der eine Mutation liegt,
kann durch sogenannte Mutageneseprimer/Mismatckpg@zielt eine Basenanderung im zu
amplifizierenden PCR-Produkt hervorgerufen unde e8cthnittstelle geschaffen werden. In
der vorliegenden Studie war die Herstellung einegageneseprimers fur die Untersuchung
der Sequenzvariante c. 3161 G>A (Gl: 14752186)://www.ncbi.nhm.nih.govin IGF IR-
Ex.16 notwendig:

IGF-IR-Ex.16 Fmis: 5-TAAAACAGTGAACGAGGCCGCAAGCATGC-3’

R* :5-GATGCCTGTGTTGTGGAAC-3’

Die im Rahmen dieser Studie mittels DNég8enzierung detektierten Sequenz-
veranderungen konnten durch Restriktionsanalysestatigt werden. Dabei wurden die
RestriktionsendonukleaseBamH (New England Biolabs, Frankfurt/Main, Deutend),
Dded (New England Biolabs, Frankfurt/Main, Deutsnd), Sadl (Takara Biomedicals,
Frankfurt/Main, Deutschland) undPvdl (MBI Fermentas, St.Leon-Rot, Deutschland)
verwendet (s. Tab. 4-1; Kap. 4.1.2).

Die PCR-Produkte wurden mit den entsprechenBastriktionsenzymen versetzt und
verdaut.

Reagenzien fir deRestriktionsverdau15 pl-Ansatz)

PCR-Produkt 5l
Restriktionsenzym 6 units
10xEnzympuffer 1,5 pl
BSA (wenn nétig) 0,8 ul

A.dest. ad 15 pl
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Der Reaktionsansatz wurde entsprechend den AngidseBnzymherstellers flr vier Stunden
bei 37°C im Wasserbad inkubiert. Es wurdemwejls 5 pl Verdauprodukt mit 5 ul
Agaroseblaupuffer vermischt und zusammen mit einenerdauten PCR-Produkt und einer
50bp-Leiter auf 10%ige Polyacrylamidgele mit 10%¢&krol aufgetragen. Die Gele liefen
eine Stunde bei 250 V und wurden anschlieRendImBitberfarbung gefarbt (s.Tab. 3-3).
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4 Ergebnisse

4.1 Mutationsanalyse der GendéGF-I und IGF-IR

Die Gene furlGF-1 und IGF-IR wurden mittels SSCP-Analyse im Hinblickuf
Sequenzveranderungen untersucht. Um eine Aessiagr die Art und Position solcher
Sequenzvarianten machen zu konnen, wurden Fragmdi@ abweichende SSCP-Muster
zeigten, im weiteren Verlauf sequenziert. Die der DNA-Sequenzierung detektierten
Sequenzveranderungen wurden schlielich durchiRéstisanalysen bestatigt.

Es wurde genomische DNA von 38 Probanden einermRatikollektives mit IUGR und

ARED-Flow in der A.umbilicalis (19 Patientiimmeund deren 19 Kindern) und von 28
Probanden eines Kontrollkollektives mit IBG und normalem Dopplerprofil der
Umbilikalarterie bei pathologischem Dopplerbefuner éd\.uterina (Notch) (14 Patientinnen
und deren 14 Kindern) untersucht. Im Anhang finsieh eine Auflistung der untersuchten
Probanden (Anhang 8.1.1 und 8.1.2). Wurden Aufféditen gefunden, so wurde in einem
Kontrollkollektiv von 100 gesunden Kontrollen (500kern und deren 50 Kindern) Uberpruft,

ob dieselben Varianten hier auch auftraten.

4.1.1 Ergebnisse der Analyse dd&F-I -Gens

Das auf Chromosom 12 lokalisief&F-1-Gen umfasst 5 Exons (s. Abb. 4-1).

12pl3
12pi2 Q
R

12913

12914
12415

12921
l2q22

12423 e g . 3
1292441 o o
12g24s2

1292443
a h

b

Abb. 4-1 a, b: Ideogramm des menschlichen Chromssti2nmit der chromosomalen Region 12922-g24.1, wo
das Gen futGF-I lokalisiert ist (a). Schematische Darstellung l@&F-I-Genstruktur (b)

Die einzelnen Exons sind durch Rechtecke gekennzeic Die Lange eines Rechtecks gibt in etwa diegea
des Exons an. Die kodierenden Regionen sind schdigr nicht-kodierenden Regionen weiss dargestellt
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Die Patienten-DNA wurde zunachst mit dem fir jedesfiinf Exons spezifischen Primerpaar
(s.Anhang, 8.2) mittels PCR vervielfaltigt. Esdgi@ die SSCP-Analyse der amplifizierten
DNA-Fragmente. Dabei fielen bei jedem der finf ExdesdGF-I1-Gens jeweils Patienten mit
abweichendem Laufmuster auf. Dennoch liessen sichen anschlieend durchgefiihrten
DNA-Sequenzierungen der auffalligen DNA-Fragmengn& Sequenzabweichungen vom
Wildtyp im Bereich der Exons sowie der Exomtron-Grenzen nachweisen, so dass
anzunehmen ist, dass die Auffalligkeit ausserhak kbdierenden Bereiches lag oder durch
Artefakte der SSCP-Analyse bedingt war.

4.1.2 Ergebnisse der Analyse dd&F-IR -Gens

DasIGF-IR-Gen ist auf Chromosom 15 lokalisiert. Zusatzlichden 21 Exons, die d#GF-
IR-Gen umfasst, wurden auch die 5 -untranslatiertgid®eund die 3"-untranslatierte Region
des Gens untersucht (s. Abb. 4-2).

1opis
15p11.2
ﬁ?ﬁd% #+e, 1161 CoA ke, 4270 CaT
15413 *e, T26 C=A
T ERG ++e, 4553_4554de1CT
15415 l \L she, 4807 C=A
15321
15422 s l -
t23Es
15425
15426 BExon: 1 2 3 4 85 8 7 8 9 10 11 12 1314 15 16 17 18 19 20 21
a = b

Abb. 4-2 a, b: Ideogramm des menschlichen Chromesirmit der chromosomalen Region 15925-926, wo das
Gen fUrIGF-IR lokalisiert ist (a). Schematische Darstellung ld&f-IR-Genstruktur mit Angabe der ibGF-IR-
Gen identifizierten Varianten (b) (*c bezieht salif GI: 184837; **c bezieht sich auf GI: 14752196)

Die einzelnen Exons sind durch Rechtecke gekennzeic Die Lange eines Rechtecks gibt in etwa diggea
des Exons an. Die kodierenden Regionen sind schdigr nicht-kodierenden Regionen weiss dargestellt
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Da einige DNA-Fragmente zu grol3 waren, um aussafiekanalysiert zu werden, wurden
diese durch interne Primer in Fragmente untertdls Exon 2 wurde in drei, die Exons 3 und
21 in zwei Fragmente unterteilt; die 5 -unsiatierte Region bestand aus vier, die 3'-
untranslatierte Region aus drei Abschnitten (sahgh) 8.2). Jedes DNA-Fragment wurde
mittels PCR amplifiziert und mittels SSCP auf Semweranderungen hin untersucht. In den
Fallen, wo auffalliges Laufverhalten in der SSCRalAse zu beobachten war, wurden die
entsprechenden Fragmente anschlieRend sequer&erden Sequenzierungen fielen bei
IGF-IR-5"-UTR1, -Ex.16, -3"-UTR1, -3™®2 und -3-UTR3 Patienten mit
Sequenzveranderungen auf, die bis I&F-IR-3"-UTR2mittels Restriktionsverdau analysiert
wurden (s. Tab. 4-1). Im Falle volGF-IR-3"-UTR2 war keine Restriktionsanalyse
erforderlich, da das SSCP-Muster eindeutig genugden in den DNA-Sequenzierungen
detektierten Varianten korrelierte. Eine Ubersigét im Rahmen dieser Arbeit identifizierten
Varianten imlGF-IR-Gen ist der Abbildung Abb. 4-2b zu entnehmen.

Sequenz-Variante Enzym Erkennungssequenz ~ Wildtyp | Sequenz-
(bp) Variante(bp)

IGF IR- *c. 726 C>A BamH 5...G>GATCC..3" | 125-76 201
5-UTR1 3...CCTAG(G...5
IGF IR- | *¥¢, 3161 G>A*** Ddd 5...COTNAG...3 33-223-47 256-47
Ex.16 3...GANT¢C...5
IGF IR- | **c. 4270 C>T Sadl 5..CCGOGG...3" | 134-164 298
3-UTR1 3...GGCGCC..5
IGF IR- | **c. 4802 G>A Pvul 5...CAG>CTG...3" | 157-174 331
3"-UTR3 3...GTC:GAC...5

Tab. 4-1: Restriktionsenzyme und FragmentgroRedd&8iGF-IR-Gen
*c bezieht sich auf Gl: 18483 Rttp://www.ncbi.nhm.nih.gov
**c bezieht sich auf Gl: 14752196itp://www.ncbi.nhm.nih.gov

***Mutageneseprimer erforderlich (s. Kap. 3.3.5.2)
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4.1.2.1 5’-untranslatierte Region dekGF-IR -Gens

Die 5"-untranslatierte Region déSF-IR-Gens wurde in vier Abschnitte untertellGE-IR-
5-UTR1 -5-UTR2 -5"-UTR3 und 5-UTR4. Die SSCP-Analyse voiGF-IR-5-UTR2
zeigte keine Auffalligkeit. Die in der SSCP-Analygen IGF-IR-5"-UTR3und 5" -UTR4bei
einigen Patienten beobachteten abweicleend@andenmuster konnten durch die
nachfolgenden Sequenzierungen nicht bestatigt wemeGegensatz zu den Ergebnissen aus
der Analyse voiGF-IR-5-UTR1

Die SSCP-Bandenmuster d&F-IR-5"-UTR1PCR-Fragmente waren bei der Patientin 9 und
den Kontrollpersonen 69 und 70 verandert (s. AbB).4n den anschlie3end durchgefiihrten
Sequenzierungen lie sich nachweisen, dass aliePdobanden heterozygot fur eine C>A-
Transition an Position c. 726 (Gl: 18483idtp://www.ncbi.nhm.nih.ggvwaren (s. Abb. 4-5;
Anhang 8.3). Diese Variante (c. 726 C>A) ist in déeratur bisher noch nicht beschrieben

worden.

co Ml

o i

ok

. 3 { L I‘| B
& 3 8 nt-719 5'-CC G GATCCCCC € GC G-3" nt-733
A
Abb. 4-3: SSCP-Analyse vdGF-IR-5"-UTR1 Abb. 4-4: Automatisierte DNA-Sequenzasaly
(RT+Glycerol) vonIGF-IR-5"-UTR1(F-Primer, P9)

Mobilitdtsunterschiede bzw. Heterozygotie sind Rigilen markiert (P: Pat.Nr.; 1-5 = Kontrollen)
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Durch die Sequenzveranderung fallt eiBamH-Restriktionsschnittstelle weg (s. Tab. 4-1;
Abb. 4-5). Um die Haufigkeit der Sequenzvariantdeatimmen und um das Vorkommen der
Variante in einem Normalkollektiv zu untersuchemirden mittels Restriktionsverdau alle 38
Probanden des Patientenkollektives, die 28 Proladds Kontrollkollektives sowie weitere
100 gesunde Kontrollen analysiert. Die Variante datpen den drei Patienten auch bei drei
Kontrollen im heterozygoten Zustand vor (s. Tal2)4-

Durch die Sequenrvanante entfillt diese Bamf LSchnitistelle

&

-i. 201 | | 201

— 35 ——>|t— 5 —>
‘h.u- | 125

[ R 4

Abb. 4-5: Restriktionsverdau vdGF-IR-5"-UTR1mit der EndonukleasBamH. Die Strichzeichnung gibt die
Restriktiornsmuster der Wildtyp- und der verdnder®CR-Fragmente schematisch wieder. Die Zahlenean d
rechten Seite des Gels und in der Skizze gelenGrolRe der Verdauprodukte in Basenpaaren (bpPa
Pat.Nr.; 1-4 = Kontrollen; N: nicht-verdautes PCRdukt

Patienten Kontrollen Kontrollen
IUGR mit ARED IUGR mit Notch Gesund

M (n=19) K (n=19) | M (n=14) K (n=14) M (n=50) K (n=50)

C/C 18 19 13 13 48 49
C/A 1 0 1 1 2 1
A/A 0 0 0 0 0 0
Allelfrequenz (A) 1/76— 1,3% 2/56— 3,6% 3/200- 1,5%

Tab. 4-2: Ergebnisse der Mutationsanalyse bei IBBFUTR1; Sequenzvariante C>A an Position c. 128 (
184837;http://www.ncbi.nhm.nih.gov(M: Miitter; K: Kinder)

Da diese Sequenzvariante auch bei den gesundenoentnachweisbar war, handelt es sich
hierbei wahrscheinlich um einen seltenen Polymarpis.
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4.1.2.2 Kodierende Region delGF-IR -Gens

Die SSCP-Analyse der Exons 1-21 dé§-IR-Gens zeigte bei mehreren Patienten auffallige
Laufmuster. Allerdings erbrachten die anschlieRdacchgefiihrten DNA-Sequenzierungen
nur im Fall von Exon 16 den Nachweis einer Sequerénderung.

Die SSCP-Analyse der PCR-Fragmente, dig dem fur Exon 16
spezifischen Primerpaar amplifiziert wurden, ergatp Laufmuster mit vier

. und ein Laufmuster mit finf Banden (s. Abb. 4-6).
a-u' <«

Abb. 4-6: SSCP-Analyse volGF-IR-Ex.16 Die PCR-Produkte der Probanden 1 und P18

weisen eine zusatzliche Konformationsbande adfésl). P: Pat.Nr.; 1 = Kontrolle

1 PiIEPISP

In der direkten DNA-Sequenzierung liessen sichRhgienten mit dem vierbandigen SSCP-
Muster in zwei Gruppen unterteilen. Die erste Gaeuppdeten Patienten, die an Position c.
3161 (Gl: 14752196) homozygot fiir G waren (G/G)Alsb. 4-7A), in Ubereinstimmung mit
der veroffentlichten Sequenz (1; 1Fttp://www.ncbi.nhm.nih.goy Die zweite Gruppe

bestand aus Patienten, die homozygot fir einen Sakeotidaustausch an Position c. 3161
waren (A/A) (s. Abb. 4-7C). Die Patiententndiem flinfbandigen SSCP-Muster waren
heterozygot fur diese Sequenzveranderung (G/Alb. 4-7B; Anhang 8.3).

Der Austausch betrifft die dritte Base, die sogeman\Wobble-Base®, in dem Triplett GAG,
welches fur Glutamin kodiert; das neu entstele Triplett GAA kodiert ebenfalls fir
Glutamin (E1013E; [Glu1013Glu]). Es handelt sich eime stille Mutation, die bereits in der
Literatur beschrieben worden ist (SNP ID: rs2229795
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nt 3133 5-ATGC G TGAGAGGATT -3 5-ATGCGTGAGAGOATT-3 5-ATGCGTGAAAGOATT -3 mt 3167
GAA

cd 1011 Afet Asg Glu Arg Ie Met Arg Glu Arg e Met Arg Glu Arg Qe cd 1015
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A B C

Abb. 4-7: Automatisierte DNA-Sequenzanalyse VGifr-IR-Ex.16 (A) F-Primer, Pat.Nr.20 (Wildtyp); (B) F-
Primer, Pat.Nr.18 (heterozygot fiir die Mutatior®}) ¢-Primer, Pat.Nr.16 (homozygot fur die Mutation)

Die Restriktionsanalyse mit der EndonukleBsk bestatigte die in der DNA-Sequenzierung
detektierte Sequenzveréanderung. Durch den Basenmost G>A fallt bei Mutanten eine
Schnittstelle fir das Restriktionsenzypdd weg. Wird das entsprechende PCR-Produkt mit
Dde inkubiert, so wird nur das Wildtypallel geschaitt die Mutante nicht (s. Tab. 4-1; Abb.
4-8). Um die Haufigkeit der Sequenzvariante zuibesen und um das Vorkommen der
Variante in einem Normalkollektiv zu untersuchemirden mittels Restriktionsverdau alle 38

Probanden des Patientenkollektives, die 28 Prolmadde Kontrollkollektives sowie weitere
100 gesunde Kontrollen analysiert. Fir die Sequaemnte c. 3161 G>A zeigten sich bei
den Patienten und den gesunden Kontrollen gleidréeeWungen (s. Tab. 4-3).

= Durch die Sequenzvariante entfillt diese Dalel-Schruttstelle
' - 303 l
— 236 i
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Abb. 4-8: Restriktionsverdau volGF-IR-Ex.16 mit der Endonukleas®dd. Die Strichzeichnung gibt die
Restriktionsmuster der Wildtyp- und der verandef®CR-Fragmente schematisch wieder. Die Zahlemlean
rechten Seite des Gels und in der Skizze geberGdbsse der Verdauprodukte in Basenpaaren (bppian.
kleinen 33 und 47 bp Fragmente konnten unter ginéhlten Elektrophoresebedingungen nicht dadifeste
werden. P: Pat.Nr.; N: nicht-verdautes PCR-Prodyht; 50bp-Leiter
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Patienten Kontrollen Kontrollen
IUGR mit ARED IUGR mit Notch Gesund

M (n=19) K (n=19) | M (n=14) K (n=14) M (n=50) K (n=50)

G/G 6 7 4 8 14 11
G/A 9 5 10 5 28 30
A/A 4 7 0 1 8 9
Allelfrequenz (A) 36/76— 47,4% 17/56- 30,4% 92/206- 46%

Tab. 4-3: Ergebnisse der MutationsanalyselB&i-IR-Ex.16 Sequenzvariante G>A an Position c. 3161 (Gl:
14752196 http://www.ncbi.nhm.nih.gov(M: Miitter; K: Kinder)

4.1.2.3 3’-untranslatierte Region dekGF-IR -Gens

Die in drei Abschnitte unterteiltdGF-IR-3"-UTR (IGF-IR-3"-UTR1, -3"-UTR 2und -3'-
UTR3 wurde zunachst mittels SSCP untersucht. In alfen Abschnitten fielen Patienten mit
verandertem Laufverhalten auf. Die entsprechendeR-Produkte wurden aufgrund dessen

im weiteren Verlauf sequenziert.

IGF-IR-3"-UTR1

Bei den Patienten 19 und 20 sowie der Kontrolper§0 konnten in der SSCP-Analyse
abweichende Bandenmuster d&F-IR-3"-UTR1PCR-Produkte nachgewiesen werden (s.
Abb. 4-9). Die Sequenzierungen der eptd@mnden PCR-Produkte zeigten einen
heterozygoten = C>T-Basenaustausch an idosit c. 4270 (Gl 14752196;
http://www.ncbi.nhm.nih.gov(s. Abb. 4-10; Anhang 8.3). Diese Variante (c7@Z>T) ist
bisher noch nicht beschrieben worden.




4 Ergebnisse 55

i“ iw“ R ||!I.II||| :II\\ : )Iﬁl A
| | ||I \[ 'Il f\

| I. |I .I | _|‘ ll :ullr',lll /'II
LWV Y

1 2 PI9F20 3 4 ntd35-TG CTOGCCCGC GGG A G-3 ntd2T7

Abb. 4-9: SSCP-Analyse vdGF-IR-  Abb. 4-10: Automatisierte DNA-Sequenzanalyse NGF-IR-3"UTR1
3 -UTR1(RT+Glycerol) (F-mer, P19)

Mobilitatsunterschiede bzw. Heterozygotie sind Rigtilen markiert (P: Pat.Nr.; 1-4 = Kontrollen)

Die Sequenzveranderung fuhrt dazu, dass eine $stbfi@ fir das RestriktionsenzyS8adl
entfallt (s. Tab. 4-1; Abb. 4-11). Um die Haufigkder Sequenzvariante zu bestimmen und
um das Vorkommen der Variante in einem Normalkeieku untersuchen, wurden mittels
Restriktionsverdau alle 38 Probanden deseR@mkollektives, die 28 Probanden des
Kontrollkollektives sowie weitere 100 gesunde Koflian analysiert. Die Variante lag weder

bei den restlichen Patienten noch bei den Kontitdih vor (s. Tab. 4-4).

Durch die Sequenzvanante entfillt diese Sac[l-Schottstelle
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Abb. 4-11:  Restriktionsverdau vdGF IR-3-UTR1mit der Endonukleas8adl. Die Strichzeichnung gibt die
Restriktionsmuster der Wildtyp- und der verandef®CR-Fragmente schematisch wieder. Die Zahlemlean
rechten Seite des Gels und in der Skizze gelenGroRe der Verdauprodukte in Basenpaaren (bpPa
Pat.Nr.; N: nicht-verdautes PCR-Produkt
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Patienten Kontrollen Kontrollen
IUGR mit ARED IUGR mit Notch Gesund
M (n=19) K (n=19) | M (n=14) K (n=14) M (n=50) K (n=50)
C/C 18 18 14 13 50 50
CIT 1 1 0 1 0 0
TT 0 0 0 0 0 0
Allelfrequenz (T) 2/76— 2,6% 1/56— 1,8% 0

Tab. 4-4: Ergebnisse der Mutationsanalysel®&+IR-3-UTR1 Sequenzvariante C>T an Position c. 4270 (Gl:
14752196 http://www.ncbi.nhm.nih.gov(M: Miitter; K: Kinder)

IGF-IR-3"-UTR2

In der SSCP-Analyse vonGF-IR-3-UTR2 wurden drei verschiedene Bandenmuster
beobachtet (s. Abb. 4-12).
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Abb. 4-12: SSCP-Analyse vdGF-IR-3 -UTR2(RT+Glycerol)

Mobilitdtsunterschiede sind mit Pfeilen markiert fat.Nr.; 1-4 = Kontrollen)
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Die erfolgten Sequenzierungen erbrachten den Neisheiner Deletion: c. 4553 4554delCT
(Gl: 14752196;http://www.ncbi.nhm.nih.ggv Das eine SSCP-Laufmuster entsprach dem
Wildtyp im homozygoten Zustand (CT/CT), daseite dem heterozygoten Zustand
(CT/delCT) und das dritte der Mutation im homozygot Zustand (delCT/delCT) (s. Abb.
4-13 A, B, C; Anhang 8.3). Es handelt sich um eibereits beschriebenen Polymorphismus
(SNP ID: rs 3833015).

miM3y-6 GC T GOTC CCT GT GOCCCCATCCAACC ACT G-3 nme45M4

iS5G G CT GTCCCTGT
(delCTIGT G G

ﬁ l

u VNIV AL

A4S G GC T GTCC GT GGC CCCATC CAACCACT GI atdSH
{delCT)

GGeGCCCCATCC
ECCCATCCAA
B

C

Abb. 4-13: Automatisierte DNA-Sequenzanalyse \GR-IR-3"-UTR2 (A) F-Primer, Pat.Nr.9 (Wildtyp); (B)
F-Primer, Pat.Nr.7 (heterozygot fur die Mutatiof@}) F-Primer, Pat.Nr.8 (homozygot fir die Mutation)
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Da die jeweiligen SSCP-Bandenmuster den entspreemeSequenzvarianten sehr eindeutig
zugeordnet werden konnten, ware eine zusatzlicsriRtionsanalyse in diesem Fall nicht
erforderlich und wurde deswegen nicht durchgefibinh. die Haufigkeit der Sequenzvariante
zu bestimmen und um das Vorkommen der Veagiam einem Normalkollektiv zu

untersuchen, wurden mittels SSCP alle 38 d&vbbn des Patientenkollektives, die 28

Probanden des Kontrollkollektives sowie weitere @&8unde Kontrollen analysiert.

Fir die Sequenzvariante c. 4553 4554delCT zeigténbgi den Patienten und den gesunden
Kontrollen gleiche Verteilungen (s. Tahs).

Patienten Kontrollen Kontrollen

IUGR mit ARED IUGR mit Notch Gesund

M (n=19) K(n=19) | M (n=14) K (n=14) | M (n=50) K (n=50)
CTICT 9 11 6 8 21 20
CT/delCT 9 5 8 5 25 23
delCT/delCT 1 3 0 1 4 7
Allelfrequenz (CT) 22/76— 28,9% 15/56- 26,8% 70/206- 35,0%

Tab. 4-5: Ergebnisse der Mutationsanalyse I6€-IR-3"-UTR2 Sequenzvariante delCT an Position c.
4553_4554 (Gl: 14752196¢{tp://www.ncbi.nhm.nih.gov(M: Mitter; K: Kinder)

IGE-IR-3"-UTR3

Die SSCP-Analyse vomGF-IR-3"-UTR3zeigte bei der Kontrollperson 48 ein verandertes
Laufverhalten (s. Abb. 4-14). In der ansdbdéird durchgefuhrten Sequenzierung konnte
nachgewiesen werden, dass dieser Proband ohgget fur eine G>A-Transition an
Nukleotidposition c. 4802 (Gl: 14752196ttp://www.ncbi.nhm.nih.govwar (s. Abb. 4-15;
Anhang 8.3). Diese Variante (c. 4802 G>A) ist bisimagch nicht beschrieben worden.
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Abb. 4-14: SSCP-Analyse vdGF-IR- Abb. 4-15: Automatisierte DNA-Sequenzanalysa N5F-IR-3-UTR3
3 -UTR®RT+Glycerol) (R-Primé¥48)

Mobilitdtsunterschiede bzw. Heterozygotie sind Rigilen markiert (P: Pat.Nr.; 1-3 = Kontrollen)

Die weitere Analyse mit der RestriktionsendonukéeBsul bestétigte die Existenz der in
der Sequenzierung detektierten Sequenzverarglefsin Tab. 4-1; Abb. 4-16). Um die
Haufigkeit der Sequenzvariante zu bestimmen undlasnVorkommen der Variante in einem
Normalkollektiv zu untersuchen, wurden mittels R&sbnsverdau alle 38 Probanden des
Patientenkollektives, die 28 Probanden des Kotinb#ktives sowie weitere 100 gesunde
Kontrollen analysiert. Das dieser Sequenzvariantspgechende Fragmentmuster wurde bei
keinem der Kontrollféalle entdeckt, auch nicht be&r dMutter, jedoch bei dem Vater des
Patienten (s. Tab. 4-6).
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Durch die Sequenzvanante entfillt diese Pyull-Schnittstelle
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Abb. 4-16: Restriktionsverdau voéBF-IR-3"-UTR3mit der Endonukleasevul. Die Strichzeichnung gibt die
Restriktionsmuster der Wildtyp- und der verander®CR-Fragmente schematisch wieder. Die Zahlemen
rechten Seite des Gels und in der Skizze gebesdiBe der Verdauprodukte in Basenpaaren (bp) an1br

gleichen GroRe unter ]: e

Elektrophoresebedingungen nicht voneinander edngfignt werden.P: Pat.Nr.; 1-6 = Kontrolled; nicht-

verdautes PCR-Produkt; bpL: 50bp-Leiter; M: Muftesn P48); V: Vater (von P48); K: Kind (P48)

und 174 bp Fragmente konnten aufgrunderihungefahr den

Patienten Kontrollen Kontrollen

IUGR mit ARED IUGR mit Notch Gesund

M (n=19) K (n=19) | M (n=14) K (n=14) M (n=50) K (n=50)
G/G 19 19 14 13 50 50
G/A 0 0 0 1 0 0
AIA 0 0 0 0 0 0
Allelfrequenz (A) 0 1/56— 1,8%

Tab. 4-6: Ergebnisse der Mutationsanalysel&+IR-3"-UTR3 Sequenzvariante G>A an Position c. 4802 (Gl:

14752196 http://www.ncbi.nhm.nih.gov(M: Miitter; K: Kinder)
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5 Diskussion

Das intrauterine Wachstum ist das Endresultat gtgimander abgestimmter Vorgange, die
sowohl von endogenen als auch von exogenen Faktmemflusst werden. Von zentraler
Bedeutung fir das intrauterine Wachstum ise @ntakte Funktion der Plazenta, wobei
letztere eine normale Entwicklung der uteroplazemaind der fetoplazentaren Gefassgebiete
voraussetzt. Dagegen basiert die intrauterine Wagisetardierung (IUGR) einerseits auf
einer Schadigung der uteroplazentaren Gefaasdgrerseits auf einer Pathologie der
Plazentazotten (131). Stérungen der Angiogenesegsitay Zottenreifung sind mit frih in der
Schwangerschaft auftretenden und schweren Fordex IUGR mit ARED-Flow in der
Dopplersonographie der A.umbilicalis als sAwck einer ausgepragten Widerstands-
erhéhung im Umbilikalkreislauf verbunden (67; 69; 80; 91). Um die Auswirkungen dieser
Kreislaufveranderungen zu erfassen, war im Vorfidd vorliegenden Arbeit ein Kollektiv
von 33 Patientinnen und deren 33 Kindern mit IUGRalersonographisch untersucht und in
ein Patienten- und ein Kontrollkollektiv unterteltbrden. Das Patientenkollektiv umfasste 19
Patientinnen und deren 19 Kinder mit IUGRd upathologischem Dopplerprofil der
A.umbilicalis im Sinne eines Verlustes sdeenddiastolischen Flusses bis hin zur
Stromungsumkehr (ARED-Flow). Dem Kontrollkollekivaren 14 Patientinnen und deren 14
Kinder zugeteilt, die eine IUGR mit normaleBopplerprofil der Umbilikalarterie bei
gleichzeitig pathologischem Dopplerbefund der Ainte (Notch) zeigten. Die Haufigkeit von
hypertensiven Erkrankungen in der Schwangefsc{lES) war in beiden Kollektiven
vergleichbar. Zur Berucksichtigung der morplgidchen Verédnderungen im plazentaren
Gewebe hatte mit Hilfe von histologischen Untehaungen durch die Arbeitsgruppe von

Prof. P. Kaufmann im Institut fir Anatomie der RWRdchen eine Einteilung der Plazenten

stattgefunden.
5.1 Angewandte molekulargenetische Methoden
5.1.1 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) wurde angetyaum die zu untersuchende DNA-
Abschnitte zu vervielfaltigen und der Mutationsasal zuganglich zu machen. Die PCR-
Bedingungen wurden fur jedes Exon der beidatersuchten Gen#éGF-1 und IGF-IR



5 Diskussion 62

etabliert. Um eine eventuelle Kontamination mit rRteDNA auszuschliessen, wurde bei
jedem PCR-Experiment eine Negativkontrolle mitgefilie alle Komponenten ausser der
Proben-DNA enthielt. Zur Amplifikation von Probleéatiien, vor allem in den untranslatierten
Regionen der Gene, wurden Primer neu konstruiartdiésen Fallen wurde teilweise Q-
Solution (Qiagen) als Cosolvent eingesetzt undAtieealing-Temperatur erhéht. Dadurch
kam es zu einer Steigerung der PCR-Spezifiar dabei die Produktbildung nicht

ausreichend, wurde zusétzlich die Extensionszeifingert.

5.1.2 Analyse von Einzelstrangkonformationspolymorpismen (SSCP)

Die Analyse von Einzelstrangkonformationspolymospién (SSCP) wurde aus Zeit- und
Kostengrinden als sogenanntes ,Prescreening“-Viemiakerwendet. Varianten, die dabei

detektiert wurden, konnten dann in einem nachfalgerSchritt direkt sequenziert werden.

Die SSCP-Analyse ist eine relativ kostengunstige,zgy etablierende und schnelle Methode
zur Suche nach Mutationen in einem gegebeDbi\-Fragment. Um dabei auch eine
mdglichst hohe Mutationsdetektionsrate zu erreiclvaurde in der vorliegenden Arbeit das
Laufverhalten der zu untersuchenden durch P&Rplifizierten Fragmente unter vier

unterschiedlichen Bedingungen untersucht.

Nachteile der SSCP-Methode sind, dass sie einéw@mgeschrankte Sensitivitat von 80-
90% besitzt, und manchmal schwer zu interpretigserAusserdem liefert das SSCP-Muster

nur einen Hinweis auf das Vorhandensein von Semagianten, nicht aber Gber deren Art
und Position. Dazu dient als sensitivste Metho@eS#tquenzierung. Es ist jedoch nur schwer
praktikabel und auch sehr teuer, bei dech8unach Mutationen jedes Fragment zu
sequenzieren. Daher wurden nur DNA-Fragmedte, in der SSCP-Analyse veréanderte
Laufeigenschaften zeigten, mittels Methoden derktién Mutationsanalyse weiteruntersucht.

Im untersuchten Gesamtkollektiv der vorliegendemeMr waren durch die SSCP-Analyse
mehrere auffallige Bandenmuster sowohl teF-1 als auch belGF-IR zu beobachten.

Allerdings konnten in den anschliessend cldgefihrten DNA-Sequenzierungen nur
insgesamt funf Polymorphismen itGF-IR-Gen identifiziert werden (s. Kap 4.1.2). Die
Ubrigen auffalligen SSCP-Muster konnten durch diektie Mutationsanalyse nicht bestétigt

werden. Die Begriindung dafur konnte darin bestetlass die Auffalligkeit ausserhalb des
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kodierenden Bereiches lag oder dass die auffallRgmdenmuster durch Artefakte der SSCP-
Analyse entstanden waren. Darlber hinaus lasstssigan, dass obwohl Unterschiede in der
Basenabfolge meistens ein unterschiedliches Laden im SSCP-Gel bewirken, es auch
denkbar ist, dass in seltenen Fallen die Sekundétst trotz verdnderter Basensequenz
unverandert bleibt und es zu keinem auffalligenfizadhalten kommt. So kénnten eventuell

weitere seltene Polymorphismen der beiden Gengrund fehlender Auffélligkeit in der

SSCP-Analyse unentdeckt geblieben sein.

5.1.3 DNA-Sequenzierung

Durch die SSCP-Methode identifizierten Varianterurden mittels DNA-Sequenzierung

weiteruntersucht.

Die elektrophoretische Auftrennung der zu sequeeniien PCR-Produkte, die Detektion der
Fluoreszenzdaten sowie die Datenauswertung wuadéreinem ABI PRISM 377-Genetic

Analyzer (Applied Biosystems) durchgefuhrt. Balstellt die DNA-Sequenzierung die
sensitivste Methode (97-99%) des Mutationsnachweise.

Bei den durchgefiihrten Sequenzierungenerfieim Patienten- und Kontrollkollektiv
insgesamt funf Sequenzvarianten I@F-IR-Gen auf: drei bisher noch unbekannte
Polymorphismen, in den 5°- und 3 -untransttdie Regionen, und zwei bereits zuvor
beschriebene Polymorphismen, in Exon 16 Kedierenden Sequenz und in der 3'-
untranslatierten Region vd&F-IR (s. Kap. 4.1.2).

5.1.4 Analyse von Restriktionsfragmentlangenpolymgohismen (RFLP)

Die mittels DNA-Sequenzierung identifizierten Segmvarianten konnten durch Analysen
von Restriktionsfragmentlangenpolymorphismen (RFbBstéatigt werden. Dariber hinaus
konnten durch die Restriktionsanalysen die Haufigkeder jeweiligen Sequenzvarianten
sowohl im Patienten- und Kontrollkollektiv aluch in einem Kollektiv von gesunden
Kontrollen untersucht werden (s. Kap. 4.1.2). Inmid=aer Deletion delCT an Position c.
4553 4554 in der 3 -untranslatierten Regiom vdGF-IR war keine Restriktionsanalyse
erforderlich, da das SSCP-Muster eindeutig genugdan in den DNA-Sequenzierungen

detektierten Varianten korrelierte.
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5.2 Rolle von IGF-I und IGF-IR bei der Entstehung von IUGR mit ARED-Flow

5.2.1 Mdgliche funktionelle Folgen von Mutationen dr GenelGF-1 und IGF-IR
Veranderungen einer Gensequenz durch verscldgedeten von Mutationen kénnen zu
vielfaltigen Auswirkungen auf die Funktion einesneduktes fuhren.

Deletionen und Insertionen in kodierenden Be&en konnen ebenso wie Nonsense-
Mutationen Stérungen des Leserasters und damiheinezeitigen Stop in der Translation
bewirken. So brachten Woods et al. (1996) einesgrd3eletion im kodierenden Bereich des
IGF-I- Gens mit einer Funktionseinschrankung vi®F-I bei einem Patienten mit
intrauteriner und postnataler Wachstumsreardg in Verbindung (157). Weitere
Einflussmoglichkeiten auf die Genfunktion habBtutationen in Bereichen, die fur die
MRNA-Stabilitat, die posttranskriptionale Pradesung oder die zelluldre Lokalisation
verantwortlich sind. Bonapace et al. (2003) idenérten bei einem Patienten mMiGF-I-
Deffizienz eine Nukleotidsubstitution in der 3 -tanislatierten Region dd&F-I1-Gens, die
Uber eine veranderte E-Doméne déd--I-Vorlauferpeptides zu einer gestérten Regulation

derIGF-I-Genexpression fuhren soll (19).

Daruiber hinaus kdnnen Mutationen auch mikeriBeeintrachtigung der Interaktion des
WachstumsfaktorsIGF-I mit seinem RezeptolGF-IR einhergehen, wenn durch die
Sequenzveranderung die spezifische Ligarntennung eingeschrankt oder die
Bindungsaffinitat reduziert wird. Nachdem einAssoziation zwischen intrauteriner
Wachstumsretardierung (IUGR) beim Menschen wedminderter Bindungsaffinitadt von
IGF-IR bei der Interaktion mit seinem Ligandé@F-1 diskutiert wurde (34; 44), konnten
Abuzzahab et al. (2003) bei einem Madchen mit gusgger intrauteriner und postnataler
Wachstumsretardierung Punktmutationen in Exomle® IGF-IR-Gens mit Anderung der
Aminosauresequenz, R108Q (Argl108GIn) in einem Aliett K115N (Lys115Asn) in dem
anderen, sowie eine reduziel@F-IR-Funktion in Fibroblasten-Kulturen nachweisen. Nebe
den beschriebenen Missense-Mutationen identifearebuzzahab et al. (2003) auch eine
Nonsense-Mutation iMiGF-IR-Gen, R59X (Arg59Stop), und eine verminderte Anzabt
IGF-IR-Rezeptoren in den Kkultivierten Fibroblasteonveinem Jungen, der ebenfalls
intrauterin und postnatal wachstumsretardiert wir Ausserdem berichteten Kawashima et
al. (2005) uber eine weitere Missense-Mutation, Y QArg709GIn), im Vorlauferpeptid von
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IGF-IR (Pro-IGF-IR), und eine reduzierte Anzahl von Bindungssteller-ibroblasten von
einem Madchen mit IUGR (76).

Diese Daten sowie die Erkenntnisse Uber die Ratel@F-1 undIGF-IR bei der Regulation
der plazentaren Zottenreifung (s. Kap. 2.4) uniézeh die Annahme, dass Mutationen im
IGF-1- oder imIGF-IR-Gen Uber eine veranderte Genaktivitdt fie &intstehung einer
intrauterinen Wachstumsretardierung (IUGR) mit AREDw in der Dopplersonographie der

A.umbilicalis bedeutsam sein kdnnten.

5.2.2 Ergebnisse der Mutationsanalyse der Gen&F-I und IGF-IR

In der vorliegenden Arbeit konnte bei dem unterserciProbandenkollektiv keine Mutation
im IGF-1-Gen nachgewiesen werden. Mdgliche Grundigfur konnten die relativ
eingeschrankte Sensitivitat der SSCP-Analyse ajswandtes ,Prescreening“-Verfahren und

die begrenzte Anzahl der untersuchten Patienten sei

Im IGF-IR-Gen konnten insgesamt fiinf Polymorphismen ideaift werden:

e Die bisher noch nicht beschriebene \dea c. 726 C>A (GIl: 184837,
http://www.ncbi.nhm.nih.gov in der 5 -untranslatierten Region d3F-IR-Gens.

Diese Sequenzvariante trat im heterozygoten Zussamebhl bei den Patienten als
auch bei den gesunden Kontrollen mit etwa gleidh@uofigkeit auf, so dass es sich
hierbei wahrscheinlich um einen seltenen Pohlphismus handelt, der aufgrund
seiner Lokalisation im untranslatierten Bereitie Expression des Gens nicht zu

beeinflussen scheint.

e Die bereits in der Literatur beschriebene Nukbsabstitution G>A an Position c.
3161 (Gl: 14752196http://www.ncbi.nhm.nih.ggv in Exon 16 der kodierenden
Sequenz vonlGF-IR (SNP ID: rs2229765; 2). Der Austausch, dar gesamten
Probandenkollektiv und im gesunden Kontrollkollgkimit etwa gleicher Verteilung
auftrat, betrifft die dritte Base, die sogemt@ ,Wobble-Base“, im Triplett der
1013.Aminosaure (E1013E, [Glul013Glu]) und tkaine Auswirkungen auf die
Aminosauresequenz deé&F-IR-Molekihls. Bei diesem Polymorphismus handelt es

sich also um eine sogenannte stille Mutation.
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Eine weitere noch nicht beschriebene Vagiant 4270 C>T (Gl: 14752196;

http://www.ncbi.nhm.nih.govim 3 -untranslatierten Bereich dé&F-IR-Gens. Die

Nukleotidsubstitution lag im heterozygoten Zustdned zwei Patienten (einer Mutter
und dem ihr zugehdrigen Kind) sowie bei einem Kalikind, jedoch bei keiner der
gesunden Kontrollen vor. Da die Variante in deuBfranslatierten Region des Gens
liegt und auch bei einer Kontrollperson auftratiesat es unwahrscheinlich, dass sie
eine Rolle bei der Entstehung von IUGR mit AREDwFlgpielt.

Die zweite zuvor beschriebene Variante 8534554 delCT (Gl: 14752196;
http://www.ncbi.nhm.nih.gdvin der 3"-untranslatierten Region viBF-IR (SNP ID:

rs 3833015). Fur die Deletion zeigten siagki Hen Patienten und den gesunden
Kontrollen gleiche Verteilungen, so dass dieseryfolphismus keine bedeutende

Rolle bei der Genexpression viaF-IR zu spielen scheint.

Ein dritter bisher noch unbekannter Nukleotidaustid G>A an Position c. 4802 (Gl:
14752196 :http://www.ncbi.nhm.nih.ggvebenfalls im 3 -untranslatierten Bereich des

IGF-IR-Gens. Die Variante, die im heterozygoten Zustaad déinem Kontrollkind
identifiziert wurde, kam weder bei den Pagenund den restlichen Kontrollen,
einschliesslich der Mutter des Kindes, noch bei gesunden Kontrollen, jedoch bei
dem Vater des Patienten vor. Da der Basenaustansdr nicht-kodierenden Region
des IGF-IR-Gens liegt und der einzige Betroffene eion#ollkind war, hat die
Variante vermutlich keine Bedeutung fur die Entviclg von IUGR mit ARED-
Flow. Vielmehr legen das Auftreten bei einem gesunélternteil (dem Vater des
Kindes) und der fehlende Nachweis in den gesundmartrilifallen nahe, dass es sich

um einen seltenen familidren Polymorphismus handelt
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5.3 Schlussfolgerung und Ausblick

In der vorliegenden Arbeit konnten durch die molakgenetische Analyse der Gelt&F-I

und IGF-IR keine fur die Entstehung von IUGR mit ARED-Flowlenanten Mutationen
nachgewiesen werden. Die Begrindung dafir bestéigficherweise darin, dass auf der
einen Seite die SSCP-Analyse eine relatigesohrankte Sensitivitdt aufweist, auf der
anderen Seite die Anzahl der untersuchtemer®ah begrenzt war. Auch wenn es nicht
auszuschliessen ist, dass im Rahmen grossereeB8tadiche Mutationen in einzelnen Féllen
mit IUGR und ARED-Flow nachzuweisen sindcheint es unwahrscheinlich, dass
Sequenzveranderungen der Gé@&-l und IGF-IR eine entscheidende Bedeutung fir die
Entwicklung der Erkrankung haben.

Fur die Zukunft wird es von grossem Interesse, de@tktoren zu untersuchen, die mit dem
Insulin-like Growth Factor-l (IGF-l)und deminsulin-like Growth Factor-1 Receptor (IGF-
IR) interagieren und als Regulatoren ihrer Expressioken (s. Kap. 2.4.3). Ein Beispiel
dafir stellen didGF-Bindungsproteine (IGFBPgjar, die zusammen miGF-1 und IGF-IR

ein funktionelles System bilden. Dariiber hinaustesolFaktoren wieRS-1 IRS-2, MAP, PI-

3 und GRB2untersucht werden, die fir die biologische Wirkuleg|GF-I-Rezeptorsvichtig
sind. Weitere Erkenntnisse uber diese Faktomemden wesentlich zu einem besseren
Verstandnis der molekularen Pathomechanisntemitragen, die dber eine gestorte
Plazentaentwicklung zu intrauteriner Wachstumsdataung (IUGR) mit ARED-Flow in der
Dopplersonographie der A.umbilicalis fuhren.
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6 Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit sollte die Korrelation zwien Mutationen in den Gend@F-I und
IGF-IR und intrauteriner WachstumsretardierundJGR) mit ARED-Flow in der

Dopplersonographie der A.umbilicalis untersuchen.

Im Rahmen der Arbeit wurde ein Kollektiv aus 33 madinnen und deren 33 Kindern
analysiert. Unterteilt wurde dieses in ein Patiektdektiv mit IUGR und ARED-Flow an der

Umbilikalerterie (19 Patientinnen und deren 19 Kndund ein Kontrollkollektiv mit IUGR

und normalem Dopplerprofii der A.umtbdlis bei gleichzeitig pathologischem
Dopplerbefund der A.uterina (Notch) (l4atientinnen und deren 14 Kinder). Zur
Bericksichtigung der Plazentamorphologie ware epathoanatomische Aufarbeitung und
histologische Einteilung der Plazenten durch dibeftsgruppe von Prof. P. Kaufmann im

Institut fir Anatomie der RWTH Aachen vorgenommaeoraen.

Die Vorgange des Zellwachstums und der Proliferatind Angiogenese der Plazentazotten
werden von verschiedenen Wachstumsfaktorenbesmhdere deninsulin-like Growth
Factor-1 (IGF-I), gesteuert (27; 66; 75; 102; 160), der seine Wigkuiber die Interaktion mit
seinem spezifischen RezeptGF-IR vermittelt (38; 78; 99; 159). Die reduzierte Aktét des
funktionellen IGF-I-Systems scheint mit einer eingescheink Proliferation des
Zytotrophoblasten und einer mangelnden Zottenvasisigrung einherzugehen, wobei die
geschilderten morphologischen Veranderungen dezeRtazotten typisch fur eine IUGR mit
ARED-Flow sind (79; 80). Diese Erkenntnisse waremsdangspunkt flr die vorliegende
Studie, in der die GenE5F-I und IGF-IR hinsichtlich moglicher pathogener Mutationen
molekulargenetisch untersucht wurden.

Im IGF-1-Gen konnten bei dem untersuchten Gesamtkolleldinek Mutationen identifiziert
werden. Dagegen konnten ifGF-IR-Gen insgesamt funf Polymorphismen nachgewiesen
werden: drei bisher noch nicht beschriebene Segaeirzderungen, davon eine (c. 726 C>A)
im 5°- und zwei (c. 4270 C>T und c. 4802 G>A) imuBitranslatierten Bereich déSF-IR-
Gens, sowie zwei bekannte Varianten: eindlestilutation (c. 3161 G>A; E1013E,
[Glu1013Glu]) in Exon 16 (SNP ID: rs2229765) undesDeletion (c. 4553 4554 delCT) in
der 3’-untranslatierten Region d&SF-IR-Gens (SNP ID: rs3833015), die bereits in der

Literatur beschrieben worden sind. Es d#nkbar, dass einige der identifizierten
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Polymorphismen didGF-IR-Genexpression beeinflussen, mdgliche relevantehit@smen

sind aber zur Zeit nicht bekannt. Vielmehr legt 8&fund, dass die meisten Varianten im
untranslatierten Bereich des Gens liegen und dasa slen meisten Féllen mit etwa gleicher
Haufigkeit unter den Patienten und unter den ggsmrKontrollen auftraten, nahe, dass es
sich um funktionell nicht-relevante Polymorphismaandelt, die keine entscheidende Rolle

bei der Entstehung von IUGR mit ARED-Flow spielen.

Abschliessend lasst sich sagen, dass nach dem irodiegenden Arbeit erzielten Egebnissen
keine krankheitsrelevanten Mutationen in den Geli@#| und IGF-IR identifiziert werden
konnten. Dies kann einerseits auf die eingesikte Sensitivitdit der SSCP-Analyse als
angewandtes ,Prescreening“-Verfahren, andererseitsdie relativ begrenzte Fallzahl des
untersuchten Kollektives zurtickgeflihrt werd€@bwohl es mdglich ist, dass bei einem
grosseren  Patientenkollektiv  solche d&fiahen nachweisbar sind, scheins e
unwahrscheinlich, dass Veranderungen der GenseqwensF-I und IGF-IR veranwortlich

fur die Entwicklung von IUGR mit ARED-Flow sind. [Aukunft sollten weitere Studien zu
verschiedenen Faktoren, die in dem funktionel@®R-I-System eingebunden sind oder dieses
beeinflussen, zeigen, in welchem Umfang diesese8ysh die Atiopathogenese der IUGR
mit ARED-Flow involviert ist. Der daraus zerwartende Erkenntnisgewinn konnte die
Voraussetzungen fur neue Mdoglichkeiten zurséesh prognostischen Abschatzung und

Therapie der Erkrankung schaffen.
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8 Anhang

8.1 Ubersicht des Probandenkollektives

8.1.1 Patientenkollektiv

PATIENTEN- | GESCHLECHT| PATHOLOGIE BEGLEITPATHOLOGIH
NUMMER

1. weiblich

2. mannlich IUGR/ARED

3. weiblich PE/HELLP
4, weiblich IUGR/ARED

5. weiblich PE/HELLP
6. weiblich IUGR/ARED

7. weiblich PE

8. mannlich IUGR/ARED

9. weiblich PE

10. mannlich IUGR/ARED

11. weiblich PE

12. weiblich IUGR/ARED --

13. weiblich PE

14. mannlich IUGR/ARED

15. weiblich PE/HELLP
16. weiblich IUGR/ARED

17. weiblich PE/HELLP
18. weiblich IUGR/ARED

19. weiblich PE/HELLP
20. weiblich IUGR/ARED

21. weiblich

22. weiblich IUGR/ARED

23. weiblich PE

24. mannlich IUGR/ARED

25. weiblich PE/HELLP
26. weiblich IUGR/ARED

27. weiblich

28. weiblich IUGR/ARED --

29. weiblich

30. mannlich IUGR/ARED

31. weiblich PE/HELLP
32. weiblich IUGR/ARED

33. weiblich

34. 0.A. IUGR/ARED

35. weiblich PE/HELLP
36. mannlich IUGR/ARED ----

37. weiblich PE/HELLP
38. weiblich IUGR/ARED

Anmerkung Es ist jeweils eine Mutter gefolgt von dem ihigehdrigen Kind dargestellt

Kind-Paare lassen sich durch die abwechsel8dewarzsranAbfolge voneinander

Patienten-Nummern: Miitter; gerade Patienten-Numniénder; 0.A.: ohne Angabe)

. Die einzelnen Mutter-

abgrenzen (ungerade
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8.1.2 Kontrollkollektiv

PATIENTEN- | GESCHLECHT| PATHOLOGIE BEGLEITPATHOLOGIH
NUMMER

47. weiblich Notch PE/HELLP
48. 0.A. IUGR

49, weiblich Notch

50. 0.A. IUGR

51. weiblich Notch

52. 0.A. IUGR

53. weiblich Notch

54, 0.A. IUGR

55. weiblich Notch

56. 0.A. IUGR

57. weiblich Notch PE

58. 0.A. IUGR

59. weiblich Notch PE

60. 0.A. IUGR

61. weiblich Notch PE/HELLP
62. 0.A. IUGR

63. weiblich Notch PE/HELLP
64. 0.A. IUGR

65. weiblich Notch PE

66. 0.A. IUGR

67. weiblich Notch

68. 0.A. IUGR

69. weiblich Notch PE/HELLP
70. 0.A. IUGR

71. weiblich Notch PE/HELLP
72. 0.A. IUGR

73. weiblich Notch PE/HELLP
74. 0.A. IUGR

Anmerkung Es

ist jeweils eine Mutter gefolgt von dem ihigehodrigen Kind dargestellt. Die einzelnen Mutter-

Kind-Paare lassen sich durch die abwechsel8dewarzsravAbfolge voneinander

Patienten-Nummern: Mitter; gerade Patienten-Numnménder; 0.A.: ohne Angabe)

abgrenzen (ungerade
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8.2 Primer-Sequenzen fir dasGF-1 -Gen und daslGF-IR -Gen
Forward-Primer ReversePrimer Prod. TaA
Gr. C)
(bp)
IGF-I-
Ex.1 *5’-TGCTAAATTCAGAGCAGATAGA-3’ *5’-GAATTCCCCAATGACTTCAAAG-3’ 246 55
Ex.2 *5"-TGGGAGTCAATGCACTTCTGT-3" *5’-AGAGCTGTACACTTTAGACTT-3" 296 55
Ex.3 *5"-GGAAGACTGAAGAAAGCAGAT-3" *5"-GATCCCACCCAGGTGGGCTTA-3" 254 55
Ex.4 *5"-GAACCACTTGTTCTCAATGCAA-3’ *5-TGCTGTCTGCTCCTCTCTCAT-3" 285 55
Ex.5 *5’-GTTGAGGCCCAATGTTAGAA-3’ *5 -CTTATTTTTTGGTAGGTGTTC-3" 236 53
IGF-IR-
5-UTR1  5-GAAAAAACCCGAGGAGGAGCGAGC-3’ 5"-TCGCTGAAGGTCACAGCCGAGGCGA-3’ 201 60
5-UTR2 5-TCGCCTCGGCTGTGACCTTCAGCGA-3’ 5"-CGGAGTCAAAATGAATGAGCGGCTC-3’ 309 55
5-UTR3  5-GAGCCGCTCATTCATTTTGACTCCG-3 5-TGTCGGCGTCGTCGGCCTCCATTTT-3" 254 50
5-UTR4 5"-AAAATGGAGGCCGACGACGCCGACA-3’ 5"-CCCTCCTCCGGAGCCAGACTTCAT-3" 318 57
Ex.1 5"-ATGAAGTCTGGCTCCGGAGGAGGG-3’ *5’"-ACAGCTGCGACGGTGGCAA-3’ 191 60
Ex.2.1 *5"-CTGAGACGTTTACCCTCTTGT-3" *5"-GCTCTCGAGGCCAGCCACT-3" 222 60
Ex.2.2 *5"-TCCCCAAGCTCACGGTCATT-3" *5"-CCCCACAATGTAGTTATTGGA-3" 290 55
Ex.2.3 5-ATCAGGATTGAGAAAAATGCT-3" 5"-GGCAGAGAGAAAGCAGCAGTCA-3" 254 53
Ex.3.1 *5"-GTGAATGACCCAGAAGGATG-3 *5"-CCCTCAAACCTGTAGGTGTT-3" 268 60
Ex.3.2 *5"-GTGTAGCTTGCCGCCACTA-3’ *5"-GTCTACCTTTGTGTGCTAGG-3" 282 60
Ex.4 *5"-AGAAGACAGACTCAATTATGTG-3" 5"-CGGGAGCATGAAAAGCATCA-3" 274 55
Ex.5 *5-TACACCAAGTGAGCACACA-3’ 5"-GTAATAGAACGTCAGCTCATG-3’ 224 55
Ex.6 5-TGCGCTAACATCGATTTCTG-3’ *5"-CGGTGTTTTGGATGCTGTCA-3’ 268 60
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Ex.7 *5"-TGCTTTTCAGAGACACATG-3’ *5"-CCTGTCAACAGAATGGCAT-3’ 221 55
Ex.8 5-CCCGAACTTTCTCTGAACTT-3" 5-GCTTGCGAAGAAGTGTGGATG-3" 319 60
Ex.9 *5-GCCAGAGTATCTGATAGCCTGAC-3’ *5-TCCGTCCAGGCCGCTGCT-3' 267 60
Ex.10 *5"-CGGCTTTCATTCCCACTCTT-3" *5"-TGCCAACTGAAATTTCACAT-3’ 281 60
Ex.11 *5"-AAAGCCACATTTCTCTCCTCCTT-3" *5"-AATGGGGCCAGCTGGATCAT-3’ 338 60
Ex.12 5-GTCACCTGTTTAAATTGTAC-3’ *5"-ATGGAAGTACATGCAGGCA-3 204 56
Ex.13 *5-TGACATGTATGTTTTATTTCC-3" 5-GTTTTACCACGTTTCTTCTC-3" 231 55
Ex.14 *5-GTATGATGGGGAGTAAACGAA-3’ *5"-CATCAAACCACTCAGCCACA-3’ 275 60
Ex.15 5-TGTTGTAGCGAAGATGAAAGTA-3’ *5"-CAAAATAATGCAAACCTCCTT-3 253 55
Ex.16 *5-TGCTTTAATTACGGTTTCTTC-3" *5"-GCTTTTCAGGAACTTTCTCTT-3 287 60
Ex.17 5-TGACCCTCTGAGTCTTTCT-3’ *5"-CCGGTGGAAATGAAAACTG-3 169 55
Ex.18 *5"-AAATCCAAAATTCTCATGTGAAT-3" *5"-GCCCAGACCTGGAAAGCTA-3 230 58
Ex19  *5-GTGCCTGCTCCAGCGTGT-3’ *5.CTAGAGACTGAGCTGGTGGAA-3’ 247 60
Ex20  *5-TTCAGTCCATCCCTTTCCAA-3’ *5-.CCTAATCTCCTGTGACCCAA-3’ 262 60
Ex.21.1 *5-CTCCCGTGTGTCTTGGCTGC-3 *5’-GCCTTGTGTCCTGAGTGTCT-3" 273 60
Ex.21.2 5"-ACTGCCCGACAGACACTCAGGACA-3’ 5"-GTTAAAACTCTCTCTCCCCCCCCAC-3" 237 62
3-UTR1 5-TCCTTGGATCCTGAATCTGTGCAAACAG-3° 5-GTGAGGACACTGGTTCTCAAGTGCTCT-3"° 298 57
3-UTR2 5-ACCTTAATGACAACACTTAATAGCAAC-3’ 5"-TAACAGCCTTGGATGAACGATGGCCCT-3" 320 60
3-UTR3  5-CACCTTTCTAGGGACATGAAATTTAC-3 5-GCCGGTTCAGCTTCTCCCCACCTTCA-3” 331 63

*Rasmussen et al. 2000

Fir dieIGF-IR-5"-untranslatierte RegiodGF-IR-5"-UTR und dielGF-IR-3"-untranslatierte RegiodGF-IR-
3-UTR sowie in den Féllen, wo eine Amplifikation mit rddekannten Primern nicht mdglich war, wurden
anhand der verdffentlichten DNA-Sequenz (Abbotalet1992; Ullrich et al. 198http://www.ncbi.nim.nih.goy
eigene Primer konstruiert.
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8.3 Ubersicht der Ergebnisse aus der Mutationsanadg in demiGF-IR -Gen

8.3.1 Patientenkollektiv

Pat- | IGFIR-5-UTR1 | IGFIR-Ex.16 IGFIR-3"-UTR1 | IGFIR-3-UTR2 | IGFIR-3-UTR3

Nr. (C.726 C>A) (C.3161 G>A) (C.4270 C>T) (C.4553_4554 (C.4802 G>A)
(Gl: 184837) (Gl: 14752196) | (Gl: 14752196) | delCT) (Gl: 14752196)

(Gl: 14752196)

1. CIC GA CIC CT/CT GIG

2. CI/C AIA CIC CT/CT GIG

3. CIC AIA CIC CTHelCT GIG

4. CIC GA CIC CThelCT GIG

5. [ele GIG CiC CT/CT GIG

6. CIC GIG CI/C CT/CT GIG

7. ciC GIG CI/C CHelCT GIG

8. CIC GIG CI/C delCT/delCT GIG

9. CA GIA CIC CT/CT GIG

10. [elle GIG CiC CT/CT GIG

11. CIC GA CIC CThelCT GIG

12. CIC GIG CIC CT/CT GIG

13. c/C GA CiC CThelCT GIG

14. C/C AA C/C delCT/delCT G/IG

15. CIC AIA CIC CThelCT GIG

16. CIC AIA CIC CTHelCT GIG

17. CIC GA CIC CT/CT GIG

18. CIC GA CIC CT/CT GIG

19. CIC GIG cr CT/CT GIG

20. CIC GIG cr CT/CT GIG

21. CIC AIA CIC delCT/delCT GIG

22. CIC GA CIC CThelCT GIG

23. CIC GIG CI/C CHelCT GIG

24. CIC GA CIC CThelCT GIG

25. CIC AIA CIC CThelCT GIG

26. CIC AIA CIC CTHelCT GIG

27. CIC GA CIC CTHelCT GIG

28. CIC AIA CIC CT/CT GIG

29. CIC GA CIC CTICT GIG

30. CIC AIA CIC CT/CT GIG

31. CIC GA CIC CT/CT GIG

32. CIC AIA CIC CT/CT GIG

33. ciC GA ciC CThelCT GIG

34. C/C GA C/C delCT/delCT GIG

35. CIC GIG CIC CT/CT GIG

36. CIC GIG CIC CT/CT GIG

37. CI/C GIG CIC CT/CT GIG

38. CI/C GIG CIC CT/CT GIG

Anmerkung Es ist jeweils eine Mutter gefolgt von dem ihigehdrigen Kind dargestellt. Die einzelnen Mutter-
Kind-Paare lassen sich durch die abwechsel8dewarz&ranAbfolge voneinander abgrenzen (ungerade

Patienten-Nummern: Miitter; gerade Patienten-Numniénder; 0.A.: ohne Angabe)
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8.3.2 Kontrollkollektiv

Pat.- IGFIR-5-UTR1 | IGFIR-Ex.16 IGFIR-3-UTR1 | IGFIR-3'-UTR2 | IGFIR-3-UTR3

Nr. (C.726 C>A) (C.3161 G>A) (C.4270 C>T) (C.4553_ 4554 (C.4802 G>A)
(Gl: 184837) (Gl: 14752196) | (Gl: 14752196) | delCT) (Gl: 14752196)

(Gl: 14752196)

47. C/C GA CIC CTHelCT GIG

48. c/C GIG c/C CTICT @/

49. C/C GA C/C CTHelCT GIG

50. C/C GA C/C CTHelCT GIG

51. c/C GA c/C CTHelCT GIG

52. C/C GA C/IC CTICT GIG

53. C/C GIG C/C CTICT GIG

54, C/C GIG C/C CTICT GIG

55. c/C GA c/IC CTHelCT GIG

56. c/C GA c/C CTHelCT GIG

57. C/C GA C/C CT/ICT GIG

58. C/C GA C/C CTICT GIG

59. c/C GA C/C CTHelCT GIG

60. c/C GIG cr CTICT GIG

61. C/C GA C/C CT/ICT GIG

62.. C/C GA C/C CTICT GIG

63. c/C GIG c/C CTICT GIG

64. c/C GIG C/C CHelCT GIG

65. C/C GA C/C CTHelCT GIG

66. C/C GIG C/C CHelCT GIG

67. c/C GA C/C CTICT GIG

68. c/C GIG c/C CTICT GIG

69. CA GIG C/C CTICT GIG

70. CA GIG c/C CTdelCT GIG

71. c/C GA c/IC CTHelCT GIG

72. c/C AJA c/IC delCT/delCT GIG

73. C/C GIG C/C CHelCT GIG

74. C/C GIG C/C CTICT GIG

Anmerkung Es ist jeweils eine Mutter gefolgt von dem ihigehdrigen Kind dargestellt. Die einzelnen Mutter-
Kind-Paare lassen sich durch die abwechsel8dewarz&ranAbfolge voneinander abgrenzen (ungerade
Patienten-Nummern: Mitter; gerade Patienten-Numménaer; 0.A.: ohne Angabe)



9 Abkirzungsverzeichnis 93

9 Abklrzungsverzeichnis

A = Adenin

A(a). = Arteria(e)

A. dest. = (lat.) Aqua destillata

Abb. = Abbildung

ARED = (engl.) Absent or ReverseudiBiastolic

AS = Aminosaure(n)

bp = Basenpaare

C = Cytosin

CTG = Cardiotokographie

DNA = (engl.) DeoxyriboNucleic Acid

dNTP = Desoxyribonukleotidtriphbsgp

EDTA = Ethylendiamintetraacetat

ERK =durchExtrazellulareSignaleRegulierte Kinase (= MAP-Kinase)
G = Gramm

G = Guanin

GAP = (engl.)GTPase Activating Protein

GDP = (engl.)Guanosine DiPhosphate

GRB2 = (engl.)Growth factor Receptor Binding protein 2
GTP = (engl.)Guanosine TriPhosphate

HCG = Humanes ChorionGonadotropin

HCS = Humanes ChorionSomatotropin

HELLP = (engl.) Haemolysis, Elevatader enzymes, Low Platelet counts
HES = Hypertensive Erkrankungeder Schwangerschaft
HGMD = (engl.) Human Gene Mutatioat8base

HIF-1 = (engl.Hypoxia-Inducible Factor-1

HPLC = (engl.) High Performance Lid@hromatography
IGFBP = (engl.nsulin-like Growth Factor Binding Protein
IGF-I = (englipsulin-like Growth Factor-I

IGF-IR = (englInsulin-like Growth Factor-I Receptor
IRS-1/-2 = (engl.nsulin Receptor Substrate-1/-2

IUGR = (engl.) IntraUterine GrdwRetardation/ Restriction

kD = KiloDalton
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kb

mA
MAP
MEK
mg
min

mi

mM
mmHg
MRNA
n

ng

nm
NOS3
OMIM
PAI-1
Pat.Nr. (P)
PCR
PI-3
PLCy
pmol
POz
Ras
RFLP
RNA
RT
SDS
sec.
SGA
SIH
SOS
Src
SSCP / SSCA
SSW

= Kilobasen

= Milliamper

= MitogenAktiviertes Protei
= MAP/ERK-Kinase

= Milligramm

= Minute

= Milliliter

= Millimolar

= Millimeter Quecksilbersaule
= (engl.) Messenger RNA

= Anzahl

Nanogramm

Nanometer
= (engl$tickstoffmonoxidsynthase 3
= (engl.) Online Mendelian Inheritance in Man
= (englPlasminogen Activator Inhibitor-1
= Patienten-Nummer
= (engl.) Polymerase chain reaction
= Phosphatidyl-Inositol-3
= (engl.)PhosphoLipase £
= Pikomol
= Sauerstoffpartialdruck
= Rattensarkom (-Protein)
= (engl.) Restriction FragrhLength Polymorphism
= (engl.) RiboNukleic Acid
= Raumtemperatur
= (engl.) Sodium dodecyl sulfate
= Sekunde
= (engl.) Small for Gestational Age
= Schwangerschaftsinduzierte Hypertonie
= (engl.)Son-Of-Sevenless

(engl.)Sarcoma (-protein)

= (engl.) Single Strand ConformatiolyfRorphism / Analysis

= Schwangerschaftswoche
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Ta
Tab.
TBE
TE

Upm

VEGF

°C
ul

Thymin

= (engl.) Annealing-Temgieire

Tabelle

Tris-Borat-EDTA

Tris-EDTA

(engl.) Unit

Umdrehungen pro Minute

Volt

(engl.)Vascular Endothelial Growth Factor
= Watt
= Grad Celsius

Mikroliter
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Personliche Daten

Name: Kapagerof

Vorname: Athina

Geburtsdatum: 28.04.1980

Geburtsort: Amarousio/GR
Staatsangehdorigkeit: Griechisch

Familienstand: ledig

Familie: Epameinondad Wnni Kapagerof,

Schwesteastasia, Bruder Christos

Schulbildung

1986-1992 Grundschule Erasmeios Griechisch-DegtSchule, Athen
1992-1998 Gymnasium Deutsche Schule Athen

06/1998: Abschluss AllgemeinecHschulreife,
Griechisches Apolytirion und Rsehes Abitur

Schulbegleitende Tatigkeiten

Teilnahme an “"Model United Nations”~ (MUN)

- in Dublin/Irland (1996)
- in Den Haag/Niederlanden (1997)
- in Athen/Griechenland (1998)

Teilnahme an Schileraustauschprogrammen

- Athen/Griechenland — Oxford/Grossbritannien (995
- Athen/Griechenland — Bad Reichenhall/Deutschid®®6)

Studium

10/1998-06/2005 Humanmedizin-Studium enRWTH Aachen, Deutschland

09/2000: Arztliche Vorpriifung

08/2001: Erster Abschnitt der Arztlicheniifng
03/2004: Zweiter Abschnitt der ArztlichBriifung
06/2005: Dritter Abschnitt der Arztlicheniifung
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Praktisches Jahr

04/2004 - 08/2004
08/2004 - 11/2004

11/2004 - 03/2005

Famulaturen

Chirurgie am Universkhtskum Aachen
Gynékologie und Gebulfeslaim Kantonsspital Winterthur /CH

Innere Medizin am Umsid@itsklinikum Aachen

03/2001
03/2001
08/2002
02/2003
03/2001

Innere Medizin |pRmlogie, Universitatsklinikum Aachen
Humangenetik, msitétsklinikum Aachen

Gynakologie und (fhilfe, arztliche Praxis Athen
Péadiatrie, Univetsklinikum Aachen

Anasthesie, Lulszspital Aachen

Studiumbegleitende Tatigkeiten

07/2001

10/2002 - 03/2003
04/2003 - 09/2003
06/2004 - 07/2004
09/2004

03/2005

04/2005

Laborpraktikum ,Molekulargenetische Diasfik,
Universgglinikum Aachen

Chirurgischer Basic ISRbdurse am Universitatsklinikum Aachen
Chirurgischer Advancekil-€ourse am Universitatsklinikum Aachen
Sonographie Kurs am ensivatsklinikum Aachen

Ultraschall-Fddbngskurs ,Sonographisch diagnostizierte fetale
Nierenpathologie in der Schwangerschaft”

Fortbildung Fraheilkunde ,Endometriose-zwischen ,State of the® Art
und Grundlagenforschung*

Fortbildung Fraleilkunde ,|. Aachen Update Gynakologische
Onkologie-Zervixkarzinom*

Aachen, 01. September 2005



