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1. Einleitung

1.1 Intrauterine Wachstumsrestriktion

Die Intrauterine Wachstumsrestriktion (Intrauterine growth restriction, IUGR)
verkompliziert bis zu 8 % aller Schwangerschaften und stellt damit ein haufiges
geburtshilfliches Krankheitsbild dar (Mandruzzato et al., 2008), welches mit einer
erhohten perinatalen, fetalen und maternalen Morbiditat und Mortalitat einhergeht. So
sind beispielsweise die Gefahren fur fetale Azidose, Sepsis oder einen neonatalen Tod

signifikant héher als in einer normalgewichtigen Kontrollgruppe (Donald et al., 1999).

1.1.1 Definition

Wichtig bei der Definition von IUGR-Feten ist die Abgrenzung zu SGA-Feten (small for
gestational age). In der Arbeitsgruppe um Prof. Dr. Pecks wurde mit einheitlichen
Definitionen gearbeitet (Pecks, Rath, Maass, et al., 2016): SGA-Feten kommen mit
einem Geburtsgewicht unter der 10. Perzentile (P) zur Welt, wobei das Wachstum
wahrend der Schwangerschaft durchgehend in etwa an dieser Perzentile entlang
gemessen werden kann. Hiervon sind beispielsweise Feten von Eltern mit einer
unterdurchschnittlichen KorpergrofRe betroffen, ohne dass dies einen Krankheitswert
darstellt. Bei diesen konstitutionell kleinen Feten liegt das Wachstumspotenzial
lediglich unter dem Durchschnitt der Normalbevolkerung.
Bei der IUGR handelt es sich um eine Pathologie, bei der das genetisch vorgegebene
Wachstumspotenzial nicht erreicht wird. Zusatzlich zu einem Gewicht unter der 10. P,
welches pranatal gemessen und postnatal bestétigt wird, muss mindestens eines der
folgenden prapartalen Kriterien erfullt sein:
I.  Wachstumsabfall/Perzentilenflucht um >40 P in den letzten 4 Wochen
II.  Nachweis eines Resistenzindex (RI) >95. P oder ARED-flows (absent or
reversed end-diastolic blood flow) in der Dopplersonographie der A. umbilicalis
lll. fetale Asymmetrie mit einem Kopf-zu-Bauchumfangs-Quotienten (KU/AU) >95.
P
IV.  Oligohydramnion mit einem Fruchtwasserindex (Amnion Fluid Index, AFI) <6cm



(Pecks, Caspers, et al., 2012)

1.1.2 Klassifikation

Die IUGR kann zur weiteren Klassifikation in einen symmetrischen und einen
asymmetrischen Typ unterteilt werden. Tritt bereits in der Friihschwangerschaft eine
fetale Wachstumsrestriktion auf, kommt es typischerweise zur symmetrischen Form
der IUGR (Typ I, 30 % der Falle (Steiner and Schneider, 2008)). Der Kopfumfang ist
im Vergleich zum Abdominalumfang proportional vermindert (Pollack and Divon,
1992). Bei dieser Form liegt die Ursache nach heutigem Verstandnis in der Regel
intrinsisch, also bei dem Fetus. Die Zellteilung und das Zellwachstum sind reduziert
(Pollack and Divon, 1992). Es handelt sich demnach um eine hypoplastische Form,
die unabhéngig vom Né&hrstoffangebot verlauft (Wollmann, 1998). Eine perinatale
Hypoxie ist bei der Typ | IUGR selten, jedoch ist aufgrund der verminderten Zellteilung
und dem damit einhergehenden Defizit an Hirnzellen das Risiko fur Langzeitschaden
durch eine gestorte neurologische Entwicklung erhéht (Pollack and Divon, 1992).
Zudem wird das Wachstumsdefizit postpartal selten wieder aufgeholt (Wollmann,
1998).

Bei der asymmetrischen Form (Typ Il, 70 % der Falle (Campbell, 1974)) kommt es zu
einem Sauerstoff- bzw. Substratmangel im dritten Trimenon, wahrscheinlich aufgrund
einer reduzierten funktionellen Kapazitat der Plazenta (Wollmann, 1998). Die Ursache
liegt meist extrinsisch, beispielsweise in einer progressiven uteroplazentaren
Insuffizienz (Gruenwald, 1966). Durch den Effekt des ,brain-sparings® ist der
Kopfumfang im Gegensatz zum Abdominalumfang regelhaft entwickelt (Pollack and
Divon, 1992). Das Risiko fur eine perinatale Hypoxie und Hypoglykadmie ist bei dieser
Form erhoht, die Langzeitprognose ist jedoch gut (Pollack and Divon, 1992). Auch
kommt es postpartal meist zu einem Aufholwachstum (Wollmann, 1998).

Eine weitere Unterteilung erfolgt anhand der Schwangerschaftswoche (SSW) bei
Auftreten der Wachstumsrestriktion. Tritt diese vor der 34. SSW (<34. SSW) auf,
spricht man von einer early-onset-lUGR, tritt sie nach der 34. SSW (>34. SSW) auf,
spricht man von einer late-onset-lUGR (Hodel, 2013). Diese Einteilung hat eine hohe
klinische Relevanz, wenn beispielsweise tUber den optimalen Entbindungszeitpunkt

entschieden wird. Zudem muss im Hinblick auf das prapartale und neonatale



Management bedacht werden, inwiefern die fetalen Organsysteme weitere

Unterstitzung bendtigen (Leitlinienprogramm der DGGG, 2016).

1.1.3 Atiologie

Wahrend der Schwangerschaft ist der Fetus verschiedenen Einflussfaktoren
ausgesetzt. Die fetale Reaktion auf Stress ist eine reduzierte Wachstumsrate.
Ursachen des Stresses kdnnen hierbei auf maternaler, plazentarer und fetaler Seite
liegen (Pollack and Divon, 1992).

Auf mutterlicher Ebene nimmt der Ernahrungsstatus Einfluss auf das fetale Wachstum,
da Uber ihn die Nahrstoffzufuhr zum Fetus bestimmt wird (Pollack and Divon, 1992).
In diesem Zusammenhang lasst sich auch der soziobkonomische Status als
Risikofaktor fur eine Wachstumsrestriktion nennen (Wollmann, 1998). Zudem kann
eine Hypoxie die Wachstumsrate vermindern, wie etwa bei einer bestehenden
obstruktiven oder restriktiven Lungenerkrankung (beispielsweise Asthma bronchiale
oder Chronisch obstruktive Lungenerkrankung (COPD)), sowie bei zyanotischen
Herzerkrankungen. Weitere maternale Erkrankungen, die zu einer IUGR fuhren
kénnen, sind Diabetes mellitus, Kollagenosen und Nierenerkrankungen, sowie
hypertensive Erkrankungen, sowohl schwangerschaftsinduzierte als auch préaexistente
Hypertonien (Pollack and Divon, 1992). Auch der Verzehr von Koffein, Alkohol, Drogen
und Medikamenten reduziert das fetale Wachstum, den gré3ten Einfluss nimmt jedoch
der Zigarettenkonsum wahrend der Schwangerschaft (Wollmann, 1998).

Die Plazenta reagiert auf Umwelteinflisse mit strukturellen und funktionellen
Veranderungen. Durch Infarktareale, Plazentaablésungen oder eine pathologische
Plazentation wird das Risiko fur eine fetalen Wachstumsrestriktion erhéht (Wollmann,
1998). Zudem sind Mehrlingsschwangerschaften im Zuge der plazentaren

Risikofaktoren einer IUGR zu nennen (Pollack and Divon, 1992).

Maternal plazentar fetal

maternaler gestorte Plazentation Infektionen

Ernahrungsstatus (Placenta praevia) (Zytomegalie-Virus,

(Mangelerndhrung, Rubella, Toxoplasmose,

Adipositas) Herpes)

maternale Erkrankungen Infarkte kongenitale
Malformationen




Hypoxamie
(H6henaufenthalt, Asthma
bronchiale, COPD,
zyanotische Herzvitien,
Anamie)

hypertensive Erkrankungen
(schwangerschaftsinduzierte
r Hypertonus, Praeklampsie,
praexistenter Hypertonus)
Diabetes mellitus
Autoimmunerkrankungen
chronische Nierenleiden
Antiphospholipidsyndrom

zentralnervos,
kardiovaskular,
gastrointestinal,
muskuloskelettal

Noxen:
Nikotin, Alkohol, Koffein,
Drogen, Medikamente

multiple
Schwangerschaften

chromosomale
Anomalien autosomale
Trisomien, Turner
Syndrom

soziobkonomischer Status
Alter

Chromosomenanomalie
n

Stoffwechselerkrankunge
n

Sterilitatstherapie
(in-vitro Fertilisation)

Uterusanomalien

Strahlenexposition

Tabelle 1: Maternale, plazentare und fetale Risikofaktoren fur eine Intrauterine Wachstumsrestriktion
(Pollack and Divon, 1992; Wollmann, 1998; Schneider, Husslein and Schneider, 2006; Hodel, 2013)
(COPD: Chronisch obstruktive Lungenerkrankung)

Fetale Ursachen fur eine Wachstumsrestriktion kénnen zum einen genetische

Varianten wie chromosomale Anomalien sein. 38 % der Feten mit karyotypischen

Auffalligkeiten sind unterdurchschnittlich gro3. Zum anderen kénnen fetale kongenitale

Malformationen und intrauterine Infektionen ursachlich sein (Pollack and Divon, 1992).

Als wichtige Vorsorgeuntersuchung im Hinblick auf virale Infektionen findet bei anders

nicht erklarbarer IUGR das TORCH-Screening statt, welches folgende Infektionen

abdeckt:
e T: Toxoplasmose
o O:
e R:
e C: Zytomegalievirus
o H:

Immundefizienz-Virus (auf freiwilliger Basis)

others (z.B. Parvovirus B19, Varizella-Zoster-Virus)

Rubellavirus (bei fehlender Dokumentation einer zweimaligen Impfung)

Herpes-simplex-Virus, Hepatitis B- & C-Virus, Humanes-




Obwohl eine Vielzahl an Risikofaktoren bereits bekannt ist, bleibt die Ursache in bis zu
40 % der IUGR-Félle ungeklart (Wollmann, 1998).
Eine Ubersicht der bekannten Atiologien der IUGR findet sich in Tabelle 1.

1.1.4 Diagnostik

Die prapartale Diagnostik der IUGR ergibt sich aus den Definitionskriterien und setzt
sich aus einer klinischen Untersuchung und einer apparativen Diagnostik zusammen.
Die Mehrzahl der IUGR-Feten wird prapartal nicht entdeckt (Chauhan et al., 2014),
wobei eine nicht entdeckte IUGR mit einem 8-fach erhdhten Risiko fir einen
Intrauterinen Fruchttod einhergeht (Gardosi et al., 2013). Ernst et al. ermittelten 2017
eine Detektionsrate der IUGR von 47,8 % (Ernst et al., 2017). Mit Hilfe einer
ausfuhrlichen Anamneseerhebung, welche neben der Eigenanamnese auch eine
Familien-, Schwangerschafts- sowie Arbeits- und Sozialanamnese umfassen sollte,
lassen sich bereits zu Beginn der Schwangerschaft Risikofaktoren fir eine IUGR
benennen (Bundesausschuss, 2016). Durch die Ermittlung dieser Faktoren kénnen die
Schwangeren mit einem besonders hohen Risiko herausgefiltert werden. In einer
Studie von Miranda et al. konnte gezeigt werden, dass allein durch die Anamnese 29
% der IUGR-Feten erkannt werden kdnnen. Arbeitet man zusatzlich mit angepassten
Perzentilen, dopplersonographischen Untersuchungen, Plazentarem
Wachstumsfaktor und Estriol, konnten bis zu 77 % detektiert werden (Miranda et al.,
2017).

Klinische Untersuchung

Fur die Kklinische Untersuchung steht die Kontrolle des Fundusstandes sowie die
Schatzung des fetalen Gewichts zur Verfigung. Aufgrund der niedrigen Sensitivitat ist

die Aussagekraft dieser Untersuchungen jedoch eingeschrankt (Bais et al., 2004) .

Sonographie
Sonographisch kann in der Frihschwangerschaft mittels fetaler Scheitel-Steif3-Lange

eine Korrektur des Gestationsalters erfolgen.



Durch die Fetometrie lasst sich das fetale Wachstum im Verlauf betrachten. Hierbei
kann ein auftretender Wachstumsabfall anhand einer Perzentilenflucht dokumentiert
werden. Die pranatale sonographische Vermessung erfolgt nach Hadlock et al. mittels
Kopfumfang (KU), Bauchumfang (AU), Femurlange (FL) und Biparietalen Diameter
(BPD) (Hadlock et al., 1984, 1990). Die Zuordnung des hieraus errechneten
Schatzgewichts innerhalb der Normalverteilung erfolgt Gber populationsbasierte
Perzentile nach Voigt et al. (Voigt, Schneider and Jahrig, 1996). Zusatzlich wird die
Methode der angepassten Perzentilen nach Gardosi et al. angewandt. Durch
computergenerierte Regressionsanalysen werden die Einflisse von fetalem
Geschlecht, maternalem Gewicht zu Beginn der Schwangerschaft, maternaler GréR3e,
ethnischer Zugehorigkeit und Paritat auf das fetale Schatzgewicht heraus gerechnet
(Gardosi, J.; Chang, A.; Kalyan, B.; Sahota, D.; Symonds, 1992).

Eine fetale Asymmetrie im Sinne einer Diskrepanz zwischen AU und KU oder das
Vorliegen eines Oligohydramnion, welches sich durch einen reduzierten AFI zeigt,

kénnen ebenso auf eine IUGR hinweisen (Leitlinienprogramm der DGGG, 2016).

Dopplersonographie

Liegt das fetale Schatzgewicht in der Fetometrie unter der 10. P sollte eine weitere
Abklarung mittels sonographischer Feindiagnostik und/oder Dopplersonographie
erfolgen (Leitlinienprogramm der DGGG, 2016).

Mithilfe der Dopplersonographie lassen sich wichtige Aussagen Uber den
Versorgungsstatus des Fetus treffen. Der Resistance-Index (RI) beschreibt das
Verhéltnis von maximaler enddiastolischer und maximaler systolischer
Blutflussgeschwindigkeit und dient als direktes Mal3 fur den peripheren
GefaRwiderstand. Dabei fuhrt ein hoher Gefal3widerstand zu einem hohen RI. Der
Pulsatilitatsindex (Pl) beschreibt das Verhdaltnis von peripherem Widerstand zu
Blutflussgeschwindigkeit. Dieser nimmt mit steigendem GefaRwiderstand und
sinkendem Blutfluss zu und umgekehrt mit sinkendem Gefal3widerstand und
steigendem Blutfluss ab. Der RI steigt bei zunehmendem Gefal3widerstand anfangs
linear an, wird jedoch bei hohen Widerstanden nur noch minimal beeinflusst. Der PI
hingegen steht durchgehend in einem linearen Zusammenhang mit dem
GefalRwiderstand und kann demnach auch bei hochpathologischen Werten angewandt
werden (Steiner and Schneider, 2008).



Eine zunehmende periphere Widerstandserhéhung fihrt zu einem diastolischen
Nullfluss. Steigt der Widerstand weiter an, kann es im Verlauf zu einem retrograden
Blutfluss in der Diastole kommen. Diese Veréanderung kann in der Dopplersonographie
als ARED dargestellt werden (Strauss, 2017).

Es ist gezeigt worden, dass wachstumsretardierte Feten signifikant haufiger
Gefal3pathologien aufweisen als Kontrollgruppen (Fok et al., 1990). Zur Beurteilung
der maternoplazentaren, fetoplazentaren und fetalen Hamodynamik kdnnen
spezifische Gefalie untersucht werden. Tabelle 2 stellt dar, welcher Aspekt durch die

untersuchten GefalRe beurteilt werden kann.

Beurteilung Gefaly
maternoplazentare Hamodynamik A. uterina
fetoplazentare Hamodynamik A. umbilicalis
fetale Aorta
fetale Hamodynamik V. umbilicalis

fetale A. cerebri media
fetaler Ductus venosus
fetale Aorta

fetale V. cava inferior
fetale V. hepatica

Tabelle 2: Beurteilbarkeit hAmodynamischer Kompartimente mittels Dopplersonographie

(Steiner and Schneider, 2008) (A.: Arteria, V.: Vena)

Schadigende Einflisse der Dopplersonographie sind nicht nachgewiesen, jedoch
durch Warmeinduktion im Gewebe denkbar. Im Sinne einer Kosten-Risiken-Nutzen-
Abwagung wird eine Dopplersonographie laut der Mutterschaftsrichtlinien nur bei den
folgenden Indikationen empfohlen:

e Verdacht auf (V.a.) Intrauterine Wachstumsrestriktion

e Hypertensive Schwangerschaftserkrankung

e Zustand nach (Z.n.) Mangelgeburt oder intrauterinem Fruchttod

e Z.n. Praeklampsie oder Eklampsie

e Auffalligkeiten der fetalen Herzfrequenzregistrierung

e begrindeter V.a. Fehlbildungen oder fetale Erkrankung

e Mehrlingsschwangerschaft bei diskordantem Wachstum

e Abklarung bei V.a. Herzfehler oder Herzerkrankung



Abgesehen davon ist eine Untersuchung aul3erhalb der Fehlbildungsdiagnostik nur in
der zweiten Schwangerschaftshélfte zugelassen, um die zerebralen Strukturen

wéahrend der neurologischen Entwicklung zu schiitzen (Bundesausschuss, 2016).

Kardiotokographie (CTG)
Die Kardiotokographie (CTG) eignet sich zur Detektion akuter hypoxischer Zustadnde

und ist bei V.a. Plazentainsuffizienz indiziert. Weniger Aussagekraft besitzt sie jedoch
in Hinblick auf eine Verlaufsdarstellung, wie sie bei der Diagnostik der IUGR bendtigt
wird (Leitlinienprogramm der DGGG, 2016).

1.1.5 Management

Eine Zusammenfassung der Empfehlungen der DGGG flr das Management der IUGR
findet sich in Abbildung 1.

Derzeit steht fur die IUGR keine kausale Therapieoption zur Verfigung. Die
Schwangeren werden engmaschig Uberwacht, um einen mdglichst optimalen
Zeitpunkt fur die Entbindung zu finden. Es muss individuell abgewogen werden, ob der
Fetus eher von einem Fortbestehen der Schwangerschaft mit dem Risiko fur einen
Intrauterinen Fruchttod oder von der Beendigung der Schwangerschaft mit den
einhergehenden Risiken einer Frihgeburtlichkeit profitiert (Baschat, 2004).

Zum Monitoring dienen Dopplersonographie, CTG, regelméRige Kontrollen des AFlI,
der fetalen Entwicklung und der Kindsbewegungen (Mandruzzato et al., 2008).

Ein Nikotinverzicht ist, unabhdngig vom Vorliegen einer IUGR, in jeder
Schwangerschaft empfohlen, da Nikotinkonsum mit einem erhdhten Risiko fur eine

Wachstumsrestriktion einhergeht (Figueras et al., 2008).

Diagnostische Verlaufskontrollen

Die klinische Verlaufskontrolle umfasst die regelmallige Fetometrie inklusive AFI-
Kontrollen sowie Dopplersonographien. Besonders das dopplersonographische
Flussprofil der A. (Arteria) umbilicalis ist von klinischer Relevanz in Hinblick auf die
Dokumentation der uteroplazentaren Dysfunktion. Sie steht stellvertretend fir
hamodynamische fetoplazentare Veranderungen. Bei Embolisationsversuchen an

Lammern zeigte sich ein erhdhter Pl bei zunehmendem Verschluss der Zottenarterien.



Bei einem hochgradigen Verschluss konnte ein ARED gezeigt werden (Morrow et al.,
1989).

Die A. cerebri media gibt Informationen tber den hamodynamischen Status des Fetus.
Bei einer Hypoxamie zeigt sich eine kompensatorische Gefalidilatation, um die
Sauerstoffversorgung des Gehirns im Sinne des ,brain-sparing“-Effekts zu
gewahrleisten (Leitlinienprogramm der DGGG, 2016). Die Vasodilatation fuihrt zu einer

Abnahme des PI der A. cerebri media (Hecher et al., 2001).

Diagnose IUGR

'

Dopplersonographie
CTG

v v v v

Dopplersonographie
A. umbilicalis

unauffallig

Dopplersonographie
A. umbilicalis

PI>95. P

Dopplersonographie
A.umbilicalis

AEDF

Dopplersonographie
A. umbilicalis

REDF

Kontrollen alle 2
Wochen

Kontrollen mindestens
wochentlich

Kontrollen taglich bis
alle paar Tage

Kontrollen taglich bis
alle paar Tage

bis 38. — 39. SSW

bis 37 + 0 SSW

bis 34 + 0 SSW

bis 32 + 0 SSW

v

v

v

v

Entbindung

in einem Perinatalzentrum mit neonatologischer Intensivstation

ggf. Gabe antenataler Kortikosteroide
ggf. Gabe von Magnesiumsulfat

T

T

T

Dopplersonographie
A. cerebri media
PI<5.P
ab 37 + 0 SSW

Dopplersonographie
Ductus venosus

PI>95.P

CTG

pathologisch

Abbildung 1: Algorithmus zum prénatalen Management der Intrauterinen Wachstumsrestriktion

nach Intrauterine growth restriction. Guideline of the German Society of Gynecology and Obstetrics, 2016 (IUGR:
Intrauterine Wachstumsrestriktion, CTG: Kardiotokographie, A.: Arteria, PI: Pulsatility Index, P: Perzentile, AEDF:
absent enddiastolic blood flow, REDF: reversed enddiastolic blood flow, SSW: Schwangerschaftswoche, ggf.:
gegebenenfalls)

Einen Hinweis auf das Vorliegen des ,brain-sparings” gibt die zerebroplazentare Ratio
(CPR). Sie ist der Quotient aus Pl bzw. RI der A. cerebri media und Pl bzw. RI der A.



umbilicalis. Erniedrigte Werte zeigen eine vermehrte Umverteilung des Blutvolumens
zugunsten des fetalen Gehirns auf (Boelen et al., 2016) und sind mit einem schlechten
perinatalen Outcome assoziiert (Morales-Roselld, J.; Khalil, 2015).

Ein erhohter dopplersonographischer Pl des fetalen Ductus venosus gibt Hinweise auf
eine myokardiale Hypoxamie und dient als Pradiktor fur eine fetale Azidamie (Kush et
al., 2004).

Atemnotsyndrom (Respiratory Distress Syndrome, RDS)-Prophylaxe

Je nach Zeitpunkt der Entwicklung und Auspragung einer IUGR bedurfen fetale
Organe eventuell einer Unterstitzung im Reifungsprozess. So ist leitliniengerecht
zwischen 24+0 SSW und 34+0 SSW eine intramuskulare
Lungenreifeinduktionstherapie mittels Kortikosteroiden indiziert, wenn eine
Entbindung in den néachsten 7 Tagen zu erwarten ist (Leitlinienprogramm der DGGG,
2016).

Neuroprotektion

Das Risiko fur die Entwicklung neurologischer Schaden nimmt proportional zur
Schwangerschaftswoche ab. IUGR-Feten, welche ein erhdhtes Risiko fur
Frahgeburtlichkeit haben, sind unter anderem gefahrdet, eine Infantile Zerebralparese
zu entwickeln (Platt et al., 2007; Marret et al., 2013). Es wird daher vor der 32+0 SSW
die Gabe von Magnesiumsulfat zur Neuroprotektion empfohlen, wenn die Geburt in

den folgenden Stunden erwartet wird (Peebles and Kenyon, 2011).

Entbindung
Besteht der Verdacht auf das Vorliegen einer IUGR, ist die Entbindung in einem

Perinatalzentrum mit neonatologischer Intensivstation empfohlen, um auf eventuelle
Morbiditdten zeitnah reagieren zu konnen. Dabei ist das Gestationsalter ein
signifikanter Faktor fuir ein morbiditatsfreies Uberleben (Baschat et al., 2007), sodass
der Nutzen einer Entbindung im Vergleich zum Risiko einer Fruhgeburtlichkeit
abgeschatzt werden muss. Eine Entbindung wird im Leitlinienprogramm fur IUGR der
DGGG empfohlen, wenn mindestens eine der folgenden Aufféalligkeiten beobachtet
wird:

o auffallige Dopplersonographie des Ductus venosus bei einem Gestationsalter

<32+0 SSW, zuvor RDS-Prophylaxe notwendig
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e enddiastolischer retrograder Blutfluss (REDF) in der A. umbilicalis bei einem
Gestationsalter ab 32+0 SSW

e enddiastolischer Nullfluss der A. umbilicalis (AEDF) bei einem Gestationsalter
ab 34+0 SSW

e erhohter Pl der A. umbilicalis >95. P bei einem Gestationsalter ab 37+0 SSW

e erhohter Pl der A. cerebri media >95. P bei einem Gestationsalter ab 37+0 SSW

o auffalliger CPR <1 bzw. <5. P bei einem Gestationsalter ab 37+0 SSW

1.1.6 Prophylaxe

Besteht ein erhdhtes Risiko fir die Entwicklung einer IUGR, beispielsweise nach
vorangegangener IUGR-Schwangerschaft, wird empfohlen, eine Therapie mit 100mg
(Milligramm) Acetylsalicylsaure taglich moglichst vor der 16. SSW zu beginnen
(Emmanuel Bujold, Stéphanie Roberge, Yves Lacasse, Marc Bureau and Audibert,

Sylvie Marcoux, Jean-Claude Forest, 2010).

1.1.7 Prognose

Im Vergleich zu normalgewichtigen Neugeborenen ist die Rate der neonatalen
Mortalitat bei einem Geburtsgewicht <3. P um das 10-fache erhoht (Donald et al.,
1999). Zudem gehen 10 % der perinatalen Mortalitdt auf eine unentdeckte IUGR
zurtck (Richardus et al., 2003). Neben dem erhdhten neonatalen Risikoprofil fur
wachstumsrestringierte Kinder geht die IUGR mit Langzeitfolgen einher. Bower et al.
fanden heraus, dass IUGR-Feten mit einem abnormen Flussprofil in der
Dopplersonographie signifikant haufiger eine klinische Behandlung bendtigen. IUGR-
Feten >5. P mit einem abnormen dopplersonographischen Flussprofil werden
signifikant haufiger friih geboren sowie per Kaiserschnitt entbunden, weisen neonatal
niedrige APGAR-Scores auf und bedirfen der Behandlung auf einer spezialisierten
Station (Bower, Schuchter and Campbell, 1993). Neugeborene mit einem
Geburtsgewicht <3. P haben eine signifikant héhere Inzidenz fur Intubationen nach der
Geburt, Operationen am ersten Lebenstag und die Entwicklung einer Sepsis (Donald

et al., 1999). Veradnderungen im Flussprofil der A. umbilicalis als Zeichen einer
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plazentaren Insuffizienz gehen mit Veranderungen der Zahl von Erythrozyten,
Leukozyten sowie Thrombozyten der Neugeborenen einher (Baschat, R and U, 1997;
Gortner, Weiner and Harman, 2000; Baschat et al., 2013). Pallotto et al. haben die
Erkenntnisse zu Kurz- und Langzeitfolgen verschiedener Studien zusammengefasst:
Perinatal kommt es vermehrt zu Hypoglykéamie, Hyperthermie sowie Immundefizienz.
In Verbindung mit der signifikant erhdhten Friihgeburtlichkeitsrate sind IUGR-Kinder
starker fur chronische Lungenerkrankungen und Nekrotisierende Enterokolitis
gefahrdet. In der Kindheit zeigen die Betroffenen haufiger Wachstumsminderungen
und kognitive Einschréankungen (Pallotto and Kilbride, 2006). Im Laufe des Lebens
haben Menschen mit einem niedrigen Geburtsgewicht ein erhéhtes Risiko fur die
Entwicklung einer Koronaren Herzkrankheit, eines Diabetes mellitus Typ 2 bzw. einer
gestorten Glukosetoleranz, eines Bluthochdrucks sowie eines Schlaganfalls (Barker et

al., 2009). Dieser Effekt wird als fetale Programmierung bezeichnet.

1.2 Cholesterol

HO
Abbildung 2: Strukturformel von Cholesterol

(H: Wasserstoff; C: Kohlenstoff; O: Sauerstoff)

Chemisch gesehen ist Cholesterol ein polycyclischer Alkohol aus der Gruppe der
Sterole. Als elementarer Bestandteil von Membranen ist es fiir Menschen und Tiere

lebensnotwendig.

1.2.1 Cholesterolsynthese

Die Cholesterolsynthese in Wirbeltieren lasst sich in vier Abschnitte unterteilen:
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Kondensation von Acetat zu Isoprenoiden
Polymerisation von Isoprenoiden zu Squalen

Zyklisierung von Squalen zu Lanosterol

S

Konversion von Lanosterol zu Cholesterol

(Mitsche et al., 2015)

Lynen und Bloch arbeiteten parallel, jedoch unabhangig voneinander an der
Entdeckung dieses Syntheseweges. Lynen beschrieb bevorzugt die Synthese von
Acetyl-CoA zu Squalen (Lynen, 1964). Gleichzeitig widmete sich Bloch besonders dem
Syntheseweg von Squalen Uber Lanosterol zu Cholesterol (Bloch, 1964). Kandutsch
und Russell untersuchten einen Tumor der Praputialdrise auf mdogliche
Cholesterolsynthesemetabolite. Im Zuge dieser Arbeit ergab sich ein metabolischer
Pathway von Lanosterol zu Cholesterol, welcher sich von Blochs Erkenntnissen
unterscheidet (Kandutsch and Russell, 1959, 1960a, 1960b).

Aus Acetyl-CoA wird in mehreren Schritten Lanosterol synthetisiert. Dabei ist die
Aktivitat der HMG-CoA-Reduktase geschwindigkeitsbestimmend. Obwohl im Bloch-
Pathway und Kandutsch-Russell-Pathway dieselben Enzyme aktiv sind,
unterscheiden sich die Synthesewege in inren Metaboliten. Uber den Bloch-Pathway
wird Lanosterol Uber Zymosterol zu Desmosterol, Uber den Kandutsch-Russell-
Pathway wird Lanosterol Uber 24-, 25-dihydroxylanosterol (im weiteren Verlauf der
Arbeit als Dihydrolanosterol bezeichnet) und Lathosterol zu 7-dehydrocholesterol. Aus
den Endprodukten wird im letzten Schritt Cholesterol synthetisiert. In Abbildung 3 ist
die Cholesterolsynthese Uber die beiden Synthese-Pathways nach Bloch und
Kandutsch-Russell dargestellt.

Mitsche et al. untersuchten im Jahre 2015 verschiedene Gewebe von Mausen auf die
Gegenwart der beiden Pathways. Dabei zeigte sich in keinem der untersuchten
Gewebe das Vorkommen des Kandutsch-Russell-Pathways. Stattdessen fand sich ein
Hybrid-Pathway im Sinne eines Ubergangs von Metaboliten des Bloch-Pathways in
den Kandutsch-Russell-Pathway besonders auf Hohe von Zymosterol, welcher als
modifizierter Kandutsch-Russell-Pathway bezeichnet wurde. Metabolite des Bloch-
Pathways kénnen besonders in den Hoden, der Milz, den Nebennieren, dem braunen
und weil3en Fettgewebe, den Nieren und der Leber nachgewiesen werden. Damit sind
besonders die Steroidsynthese-aktiven Gewebe Uber den Bloch-Pathway mit

Cholesterol versorgt. Im Gewebe vom Herzen, den Muskeln, dem Gehirn, der Haut
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und der Praputialdrise Uberwiegen die Metabolite des modifizierten Kandutsch-
Russell-Pathways. Zudem wurden Verédnderungen der Syntheseleistung Uber die
beiden Pathways in einem Cholesterol-armen Serum untersucht: Wahrend der Umsatz
uber den Bloch-Pathway stark zunimmt, ver&ndert sich die Leistung des modifizierten
Kandutsch-Russell-Pathways nicht. Eine Anpassung an den Cholesterolbedarf lauft
hierbei demnach lediglich Uber eine vermehrte Aktivierung des Bloch-Pathways,
wahrend der  modifizierte Kandutsch-Russell-Pathway  eine  konstante
Cholesterolversorgung in den uber ihn versorgten Geweben sichert (Mitsche et al.,
2015).

Der Fetus bezieht sein Cholesterol aus zwei Quellen: Aus dem maternalen Blut durch
Transport Uber die Plazenta und aus eigener de-novo-Synthese. Die fetale
Cholesterolsynthese erfolgt vor allem in den fetalen Nebennieren, der Leber und bei
mannlichen Feten zusatzlich in den Hoden (Carr and Simpson, 1982). Ab der 19. SSW
nimmt der Anteil von Cholesterol aus der fetalen de-novo-Synthese einen
zunehmenden Anteil des fetalen Cholesterolpools ein (Baardman et al., 2012). Dabei
lassen sich die Erkenntnisse von Mitsche et al. beztglich der Verteilung von Bloch-
und Kandutsch-Russell-Pathway nicht ganzlich auf die Situation wahrend der fetalen
Entwicklung Ubertragen. In Untersuchungen von Baardmann et al. zeigte sich eine
positive Korrelation von Lanosterol als Ausdruck der oberen Halfte des
Cholesterolsyntheseweges mit der Schwangerschaftswoche. Wahrend die
Desmosterolkonzentration als Ausdruck des Bloch-Pathways im Verlauf der
Schwangerschaft konstant bleibt, steigen die Konzentrationen der Metabolite des
Kandutsch-Russell-Pathways, Dihydrolanosterol und Lathosterol, weiter an. Daraus
l&sst sich schlussfolgern, dass die fetale Cholesterolversorgung tiber den Kandutsch-
Russell-Pathway ab der 19. SSW zunehmend wichtiger wird (Baardman et al., 2012).
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Abbildung 3: Cholesterolsynthese tber den Mevalonsaure-, Bloch- und Kandutsch-Russell-Pathway
nach (Sharpe and Brown, 2013)
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In einer physiologischen Schwangerschatft ist der Bloch-Pathway zwischen der 10. und
20. SSW im Hirn besonders aktiv (Fumagalli, 1963; Dennick RG, Dean PD, 1973).
Fumagalli et al. haben herausgefunden, dass Desmosterol im fetalen Gehirn zum
Ende der Schwangerschatft in grol3en Mengen vorkommt.

Zu diesem Zeitpunkt finden die Hirnreifung, Differenzierung und Myelinisierung des
Zentralen Nervensystems statt (Fumagalli, 1963). In Astrozytenmembranen sind
Cholesterol und Desmosterol die vorherrschenden Sterole (Mutka et al., 2004). Die
fetale Leber synthetisiert als einziges Organ mehr Cholesterol, als sie fir ihre
Entwicklung bendtigt (Jurevics, Kidwai and Morell, 1997; Haave and Innis, 2001).
Neben der Deckung des Eigenbedarfs, versorgt sie zusatzlich alle anderen Organe,
mit Ausnahme des Gehirns, mit Cholesterol und unterstiitzt somit deren Entwicklung
und Wachstum. Haave et al. haben zudem herausgefunden, dass das fetale Gehirn
und der Darm in der Lage sind, ihren Cholesterolbedarf géanzlich durch eigene

Cholesterolsynthese zu decken (Haave and Innis, 2001).

1.2.2 Bedeutung von Cholesterol in der Schwangerschaft

Das fetale Wachstum ergibt sich aus dem genetischen Potenzial und dessen
Modulierung durch Nahrstoffangebot und Hormongegebenheiten (Cetin and Alvino,
2009). Cholesterol ist fur das fetale Wachstum essentiell: Es ist Bestandteil von
Zellmembranen und ein Grundbaustein fiir die Synthese von Steroidhormonen und
Stoffwechselmediatoren (Woollett, 2005). Als Bestandteil in membranstandigen
Mikrodoménen ist es unerlasslich fir den Ablauf membranassoziierter Signalkaskaden
(Woollett, 2011). Uber eine Regulation des Sonic Hedgehog-Pathways beeinflusst es
beispielsweise die Entwicklung des Zentralen Nervensystems (Woollett, 2005).
Vianey-Saban et al. fassten die haufigsten postsqualenen
Cholesterolsynthesestérungen zusammen: Die haufigste Stérung ist das Smith-Lemli-
Opitz-Syndrom, welches aufgrund eines 7-Dehydrocholesterol-Reduktase-Mangels
besteht und mit einem reduzierten Ubergang von 7-Dehydrocholesterol zu Cholesterol
einher geht. Daraus ergibt sich eine erhéhte Blutkonzentration an 7-
Dehydrocholesterol. Als seltene autosomal-rezessive Erkrankungen sind die
Lathosterolose und Desmosterolose bekannt. Die Lathosterolose entsteht aufgrund

eines  Sterol-A5-Desaturase-Mangels, wodurch  Lathosterol nicht zu 7-
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Dehydrocholesterol umgesetzt wird und im fetalen Blut vermehrt anfallt. Die
Desmosterolose kommt aufgrund eines Sterol-A24-Reduktase-Mangel zustande und
geht mit einem verminderten Umbau von Desmosterol zu Cholesterol einher, sodass
die Blutkonzentration von Desmosterol erhoht ist (Vianey-Saban et al., 2016). Diese
Enzymdefekte in der fetalen Cholesterolsynthese gehen mit Skelett- und
Hirnfehlbildungen einher (Zolotushko et al., 2011; Rossi et al., 2015).

Maternofetoplazentare Einheit

Die BlutgefalBe der Plazenta werden von maternaler Seite aus von der A. uterina
gespeist. Durch einen veranderten GefalBaufbau entfallen vasoregulatorische
Mechanismen und die Blutversorgung ist allein vom maternalen Blutdruck abhangig
(Schinke et al., 2011). Auf der fetalen Seite ist die Plazenta mit den
Nabelschnurgefallen, Arteriae (Aa.) und Vena (V.) umbilicales, verbunden. Die
Nabelschnur flihrt das nahrstoffreiche Blut Gber die V. umbilicalis zum Fetus und Uber
die beiden Aa. umbilicales zuriick zur Plazenta und von dort aus in den maternalen
Kreislauf (Schiinke et al.,, 2011). Der Austausch von Na&hrstoffen erfolgt tUber die
Plazentaschranke zwischen maternalem Blut im intervillésen Raum und den fetalen
Gefallen in den Zottenbaumen. Dabei gilt es besonders den Synzytiotrophoblast zu
uberwinden. Der Austausch im Blut geltster Stoffe wird durch das Druckgefalle
zwischen fetalem und maternalem Kreislauf erméglicht (Diedrich et al., 2007). Das
maternale Cholesterolangebot bestimmt daher die transplazentare
Cholsterolbereitstellung fur den Feten (Burke et al., 2009). Maternales Cholesterol wird
gebunden in LDL und HDL (High Density Lipoproteinen) mithilfe der
trophoblastenstandigen LDLR (LDL-Rezeptoren), LRP (LDLR-related proteins), SR-A
(scavenger receptor A) und SR-BI (scavenger receptor class B type ) sowie
rezeptorunabhangig aus dem maternalen Blut vom Synzythiotrophoblast
aufgenommen (Wyne and Woollett, 1998; Palinski, 2009). Nach einer Hydrolyse der
Cholesterylester wird das freie Cholesterol mittels NPC1 (Niemann-Pick C1) oder
Steroltransporterproteinen zur endothelialen Membran oder zu metabolisch aktiven
Pools transportiert (Wyne and Woollett, 1998). Der Cholesterolefflux zum fetalen
Blutkreislauf kann auf unterschiedlichen Wegen verlaufen: Die Plazenta sezerniert
Apolipoprotein-B-haltige Lipoproteine (Madsen et al., 2004). Zudem geben plazentare
Zellen Cholesterol Uber ABCAl (ATP-binding cassette transporter Al) an
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Apolipoprotein E und Apolipoprotein A-l (Rindler et al., 1991; Richardson et al., 1996;
Palinski, 2009) sowie tiber ABCG1 an HDL-Partikeln ins fetale Blut ab (Palinski, 2009).

Ca. 20 % seines Cholesterols bezieht der Fetus von der Mutter (Burke et al., 2009).
Besonders in der Frihschwangerschaft ist der maternofetale Transport von
Cholesterol Uber die Plazenta essentiell (Baardman et al., 2012). Spater erfolgt die
Deckung des fetalen Cholesterolbedarfs durch die eigene de-novo-Synthese des
Fetus. Lediglich das fetale Zentrale Nervensystem deckt seinen Cholesterolbedarf
auch vor Ausbildung der Blut-Hirn-Schranke (Turley et al., 1996) selbst. Dies deckt
sich mit den Ergebnissen von Pitkin et al., welche bei Experimenten an Rhesusaffen
lediglich Spuren von Cholesterol maternalen Ursprungs im fetalen Hirn nachweisen
konnten (Pitkin et al., 1972).

Eine weitere Aufgabe der Plazenta in Zusammenarbeit mit dem fetalen und
maternalen Kreislauf als maternofetoplazentare Einheit ist die Hormonproduktion. Im
Gegensatz zu Hypophyse und Hypothalamus unterliegt die Plazenta dabei keiner
negativen Ruckkopplung durch eine erhohte Hormonkonzentration. Neben der
Produktion von Humanem Choriongonadotropin (HCG) und Humanem
Plazentalaktogen (HPL) produziert die Plazenta wahrend der Schwangerschaft
Steroidhormone. Ostrogene werden dabei aus Cholesterol als Ausgangssubstanz
synthetisiert. Die Synthese beginnt in der fetalen Nebenniere und bezieht auch die
fetale Leber mit ein. In der Plazenta werden Androgene zu Ostrogenen aromatisiert
(Diedrich et al., 2007). Auch Progesteron wird in der Plazenta hauptsachlich aus
Cholesterol gebildet: 80 % aus maternalem Cholesterol, 20 % aus fetalem Cholesterol
und Azetat. Dieses Progesteron dient dem Fetus als Vorstufe fir andere
Steroidhormone (Chatuphonprasert, Jarukamjorn and Ellinger, 2018).

Cholesterolhaushalt bei der IUGR

Obwohl Cholesterol essenziell fur das fetale Wachstum ist, gibt es bisher wenige

Arbeiten, welche den Cholesterolhaushalt bei wachstumsretardierten Feten
untersuchen.

Merzouk et al. konnten zeigen, dass die Konzentration von Gesamtcholesterol im
vendsen Nabelschnurblut bei SGA-Feten signifikant niedriger liegt als bei nicht-
wachstumsretardierten Feten (Merzouk et al.,, 1998). Auch in Untersuchungen von

Nagano et al. lag die Konzentration von Gesamtcholesterol im vendsen
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Nabelschnurblut bei SGA-Feten signifikant niedriger als bei regular gewachsenen
Feten, wahrend die Konzentration von Triglyceriden bei den SGA-Feten signifikant
hoher lag als bei den gesunden Feten (Nagano et al., 2013). Spencer et al. zeigten
signifikant niedrigere Konzentrationen von Gesamtcholesterol im venésen
Nabelschnurblut von Feten mit einem Geburtsgewicht <10. P im Vergleich zu Feten
mit einem Geburtsgewicht >10. P. Zwischen SGA-Feten und Feten mit einer
Perzentilenflucht zeigten sich hierbei jedoch keine signifikanten Unterschiede im
Hinblick auf die Cholesterol-Konzentration (Spencer et al., 1997).

1.3 Fragestellung und Hypothese

Die fetalen Cholesterolspiegel sind bei der IUGR erniedrigt. Es stellt sich die Frage, ob
dies aufgrund eines verminderten maternoplazentaren Cholesteroltransports oder
einer herabgesetzten fetalen Syntheserate besteht. Ziel dieser Arbeit ist es, die fetale
Cholesterolsynthese anhand von Cholesterolsynthesemetaboliten genauer zu
betrachten. Typischerweise werden zur Darstellung der Syntheseaktivitat die
Endprodukte eines Pathways verwendet. Daher dient Lanosterol als Marker des
Mevalonsaure-Pathways, Desmosterol reprasentiert die Aktivitat des Bloch-Pathways
und Dihydrolanosterol und Lathosterol sind Reprasentanten des Kandutsch-Russell-
Pathways.

Die vorliegende Arbeit basiert auf der Hypothese, dass eine reduzierte fetale
Cholesterolsyntheserate ursachlich fir die niedrigen Cholesterolspiegel bei IUGR-
Feten ist. Durch Bestéatigung dieser Hypothese kbnnen neue Anséatze in der Klarung
der Pathogenese der IUGR entstehen. Zudem kénnen sich Therapieoptionen ergeben,

die regulierend in den Syntheseweg eingreifen.
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2. Material und Methoden

2.1 Probandenkollektiv

Fur die Durchfuhrung der Studie erfolgte eine ethische Beratung bei den
Ethikkommissionen des  Universitatsklinikums der Rheinisch-Westfalischen
Technischen Hochschule (RWTH) Aachen und des Universitatsklinikums Schleswig-
Holstein Campus Kiel eingeholt. Ein positives Votum wurde unter den Nummern EK-
154-11 und B 315/15 erteilt. Alle Probandinnen haben ein schriftliches Einverstandnis
fur die Verwendung schwangerschaftsbezogener Daten und der Bioproben gegeben.
Von 2006 bis 2018 wurden insgesamt 1200 schwangere Patientinnen ab 24+0 SSW
an den Universitatskliniken der RWTH Aachen und Schleswig-Holstein, Campus Kiel,
im Rahmen ihres geburtshilflichen Klinikaufenthalts in eine Biobank eingeschlossen.
Es galten folgende Ausschlusskriterien fir die Aufnahme in die Studie:

¢ Mehrlings-Schwangerschaft

e Fetale Anomalien, abnormer Karyotyp

¢ Klinische oder laborchemische Zeichen einer Infektion

e Positives TORCH-Screening

e Maternaler Diabetes mellitus/Gestationsdiabetes mellitus

e Schwere maternale Erkrankungen

e Lungenreifeinduktionstherapie vor <5 Tagen

¢ Fehlende Einwilligung
Die Informationen zum Schwangerschaftsverlauf wurden anhand des Mutterpasses
erfasst. Das Schwangerschaftsalter wurde anhand des Beginns der letzten
Menstruationsblutung (post menstruationem, p.m.) berechnet. Da die Berechnung
hierbei von einem regelméafigen Zyklus von 28 Tagen Lange ausgeht, kann es bei
unregelmanigem, verkirztem oder verlangertem Zyklus zu Abweichungen kommen.
Das Schwangerschaftsalter wurde daher stets per Ersttrimester-Ultraschall-Befund
Uberpruft und ggf. korrigiert. Dazu diente die Biometrie des Fetus mittels Messung der
Scheitel-Stei3-Ladnge (Bundesausschuss, 2016). Die Berechnung des fetalen
Schéatzgewichts erfolgte nach Hadlock et al. mittels Biparietalem Durchmesser (BPD),
Kopfumfang (KU), Abdominalumfang (AU) und Femurlange (FL) (Hadlock et al., 1984).
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Die eingeschlossenen Wochnerinnen und ihre Feten wurden in zwei Gruppen
eingeteilt: CTRL- (Kontroll-) und IUGR-Gruppe. Die Einschlusskriterien fur die IUGR-
Gruppe ergaben sich aus den genannten Diagnosekriterien:
e Gewicht <10. P (postpartal bestatigt) und mindestens ein weiteres Kriterium
o Wachstumsabfall in den letzten 4 Wochen um >40 P
o Rl der A. umbilicalis >95. P oder ARED in der Dopplersonographie
o Fetale Asymmetrie: KU/AU >95. P
o Oligohydramnion: AFI <6cm (Zentimeter)
Die Studienteilnehmer mit einem unauffalligem Schwangerschaftsverlauf und einem
Geburtsgewicht zwischen der 10. und 90. Perzentile wurden der CTRL-Gruppe
zugeteilt. Als zuséatzliches Ausschlusskriterium galt fir diese Studienkohorte ein
maternaler Hypertonus.
Die Fallzahlplanung erfolgte anhand des maternalen LDL/HDL-Quotienten aus
vorangegangenen Studien zum Thema (Pecks, Brieger, et al., 2012). Dies begriindet
sich durch die bisherige Uberzeugung einer Korrelation von maternalen Blutfettwerten
mit der IUGR. Bei einer angestrebten Power von 80 % und einem Signifikanzniveau
von p=0,05 ergab sich eine notwendige Fallzahl von n=26 pro Studiengruppe.
Von 40 IUGR-Feten unterschiedlicher Schwangerschaftswochen bei Entbindung
standen ausreichend Nabelschnurblut sowie vollstandige klinische Datensatze zur
Verfiigung. 102 Neugeborene wurden als adaquat entwickelte Frih- oder
Termingeborene gewertet. Entsprechend der Abwagung eines Kosten-Nutzen-
Verhéltnisses und um unabhangige Storfaktoren auszuschlieen, wurden 40 IUGR-
Probanden anhand von fetalem Geschlecht und Gestationsalter bei Geburt (+7 Tage)
mit 40 CTRL-Probanden gepaart. Zudem wurden fur die Paare maoglichst geringe
Unterschiede in Bezug auf das maternale Alter, den maternalen Nikotinkonsum und
BMI sowie eine stattgehabte Betamethasontherapie angestrebt.
Neben dem Vergleich von IUGR- und CTRL-Gruppe erfolgten Analysen unter
Ausschluss unabhangiger Einflussfaktoren. So wurden Subgruppen in Bezug auf den
Entbindungszeitpunkt und das fetale Geschlecht erstellt. Daraus ergaben sich
zusatzlich folgende Konstellationen:
e |UGR =34. SSW versus (vs.) CTRL <34. SSW
e |UGR >34. SSW vs. CTRL <34. SSW
e |UGR <34. SSW vs. IUGR >34. SSW
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e CTRL <34. SSW vs. CTRL >34. SSW
e |UGR mannlich vs. CTRL mannlich

e |IUGR weiblich vs. CTRL weiblich

e |UGR mannlich vs. [IUGR weiblich

e CTRL mannlich vs. CTRL weiblich

2.2 Probengewinnung

Die Entnahme des fetalen Nabelschnurblutes erfolgte postnatal innerhalb von 15
Minuten nach der Geburt an einer doppelt abgeklemmten Nabelschnur. Es wurde je
eine 4,9ml Serum-Monovette der Firma Sarstedt (NUmbrecht, Deutschland) mit
vendsem Nabelschnurblut befillt. Die Blutentnahmen erfolgten durch Mitarbeiter der
geburtshilflichen Abteilungen der Universitatskliniken Aachen und Kiel. War keine
direkte Aufarbeitung der Blutproben mdglich, wurden die beflllten Serum-Monovetten
in einer Kaltemaschine der Firma Kirsch (Willstatt-Sand, Deutschland) bei +4°C
gelagert.

Aufgrund der Ausschlusskriterien liegen dieser Studie die Blutproben fiur 40 der

untersuchten Paare zugrunde.

2.3 Probenaufbereitung

Die Blutproben wurden nach einer Inkubationszeit von 15-30 Minuten bei
Raumtemperatur in Serum und korpuskulare Bestandteile getrennt. Hierflr wurden die
Blutproben mit einer Waage der Firma Sartorius (Gottingen, Deutschland), abgewogen
und ein gewichtsidentisches Oppositionsrohrchen angefertigt. Bei Raumtemperatur
und einer Zentrifugalkraft von 2000 g erfolgte die Phasentrennung innerhalb von 15
Minuten in einer Zentrifuge der Firma Hettrich (Tuttlingen, Deutschland). Das Serum,
welches als Uberstand zuriickblieb, wurde mittels einer Pipette der Firma Eppendorf
(Hamburg, Deutschland), in Kombination mit Pipettenspitzen der Firma Sarstedt
(NUrnberg, Deutschland) abgenommen und in 4 Cryoréhrchen ,Cryovials® der Firma
Simport (Québec, Canada), aliquotiert. Die Serumproben wurden bis zur Analyse in
einem Gefrierschrank Ultraflow der Firma SANYO (Osaka, Japan), bei -80°C (Grad
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Celsius) gelagert. Zwischen der Probengewinnung und der Serumlagerung vergingen

maximal 24 Stunden.

2.4 Probenanalyse

Die Analyse der maternalen sowie fetalen Cholesterol-, Triglycerid-, HDL-Cholesterol-
und LDL-Cholesterol-Konzentrationen erfolgte standardisiert nach der routinemalfiigen
Prozedur des Zentrallabors der jeweiligen Universitatsklinik. Hierzu wurden
kolorimerische Enzymtests im Analyseautomaten Modular P800 der Firma
Roche/Hitachi (Basel, Schweiz) durchgefiihrt wie bereits in vorangegangenen
Arbeiten beschrieben (Pecks, Brieger, et al., 2012). Die Messbereiche lagen fir
Cholesterol bei 3-800mg/dl (Milligramm/Deziliter), fur Triglyceride bei 4-1000mg/dI, fur
HDL-Cholesterol bei 3-120mg/dl und fur LDL-Cholesterol bei 3-550mg/dl.

Die  Analyse der Konzentrationen von  fetalem  Cholesterol und
Cholesterolsynthesemetaboliten erfolgte in der Universitatsklinik Bonn unter der
Aufsicht von Professor Lutjohann. Der Probenversandt erfolgte auf Trockeneis. Die
kontinuierliche Kihlung der Proben wurde nicht unterbrochen. Die Proben wurden
unmittelbar nach Ankunft im Labor Gberprift und im gefrorenen Zustand auf -80°C bis
zur endgultigen Verarbeitung gelagert. Die Analyse erfolgte nach festgelegten
Standards, welche bereits in vorausgehenden Arbeiten vero6ffentlicht wurden
(Lutjohann et al.,, 2002, 2004; Mackay et al., 2014). Fur diese Arbeit erfolgten
Extraktionen und Konzentrationsmessungen von fetalem Cholesterol, Lanosterol,
Dihydrolanosterol, Lathosterol und Desmosterol. Abbildung 4 stellt das
Extraktionsverfahren dar. Die abschlieRende Derivatisierung dient der Verbesserung
der chromatographischen Eigenschaften der Probe.

Unter standardisierten Bedingungen erfolgte im Anschluss die Bestimmung der fetalen
TC- (Gesamtcholesterol-) Konzentrationen mittels GC-FID (Gaschromatographie-
Flammenionisationsdetektor). Die Bestimmung von Lanosterol, Dihydrolanosterol,
Lathosterol und Desmosterol erfolgte bei bekannten Masse-zu-Ladungs-Verhéaltnissen
(m/z) der Sterole mittels GC-MS (Gaschromatographie-Massenspektrometrie) im SIM-
Modus (Selektives lonenmonitoring) wie von Prof. Litohann in einer

vorangegangenen Studie beschrieben (Lutjohann et al., 2002).
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\
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«fur Cholesterolsynthesemetabolite:

* 40pl Probe + 20pl Trimethylsilyl
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Analyse

Abbildung 4: Extraktion von Cholesterol und Cholesterolsynthesemetaboliten aus den Serumaliquots
(°C: Grad Celsius, pl: Mikroliter, KOH: Kaliumhydroxid, ml: Milliliter, H2O: Wasser, Nz: Stickstoff)

2.5 Statistik

Die ermittelten Parameter und die Kklinischen Daten wurden mit Hilfe der
Statistiksoftware GraphPad Prism 7 der Firma GraphPad Software Inc. (San Diego,
California, USA) ausgewertet.

Klinische Daten wurden présentiert als Mittelwert und 95% Konfidenzintervall des
Mittelwerts. Ein p-Wert durch den Student’s t-Test mit p<0,05 wurden als signifikant

angenommen.
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Laborchemische Daten wurden unter der Annahme einer nicht-parametrischen
Verteilung mittels Mann-Whitney-U-Test, bei der Betrachtung von zwei unabhangigen
Gruppen, sowie der Kruskal-Wallis-Test, bei der Betrachtung von mehr als zwei
unabhangigen Gruppen, in Kombination mit dem Dunn’s-Test analysiert.
Korrelationsanalysen erfolgten mit dem Spearman’s Rang-Summen Test.

Die graphische Darstellung erfolgte ebenfalls mit Hilfe von GraphPad Prism 7 sowie

GraphPad Prism 8.
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3. Ergebnisse

Charakteristika der Studiengruppen

Ein klinischer Vergleich inklusive der Lipidprofile der beiden Studiengruppen ist in
Tabelle 3 dargestellt.

Im Hinblick auf das durchschnittliche maternale Alter, die maternale Grol3e und das
maternale Gewicht zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen der IUGR-
und CTRL-Kohorte.

Ein signifikanter Unterschied zeigte sich bei der Paritat. In der CTRL-Gruppe lagen
diese 1,56-mal so hoch wie in der IUGR-Gruppe.

Der Anteil an Mittern, die angaben, wahrend der Schwangerschaft geraucht zu haben,
lag in der IUGR-Gruppe um 87,5% hoher als in der CTRL-Gruppe. Vor der
Schwangerschaft lag der Anteil der rauchenden Frauen um 12,5% hoéher als in der
CTRL-Gruppe. Diese Unterschiede waren nicht signifikant.

Da ein maternaler Hypertonus als Ausschlusskriterium fiir die CTRL-Kohorte galt und
die IUGR in etwa 25% der Falle mit einer arteriellen Hypertonie in der Schwangerschaft
assoziiert ist, unterscheiden sich die maternalen Blutdruckwerte beider Gruppen
signifikant. Wahrend in der CTRL-Gruppe aufgrund der Ausschlusskriterien kein
Bluthochdruck in der Schwangerschatft auftritt, haben in der IUGR-Gruppe 22,5 % der
Frauen einen Schwangerschaftshypertonus entwickelt. Der systolische Blutdruck der
IUGR-Gruppe lag im Durchschnitt 8,8%, der diastolische 10,8% tber denen der CTRL-
Gruppe.

Aufgrund der Paarung von IUGR-Feten und CTRL-Feten anhand der
Schwangerschaftswoche bei Entbindung und Geschlecht, ergeben sich bei der
Auswertung dieser Parameter keine signifikanten Unterschiede.

Dahingegen zeigen sich signifikante Unterschiede in Bezug auf das Gewicht der
Neugeborenen. In der IUGR-Gruppe liegt dies durchschnittlich 66,45% unter dem der
CTRL-Gruppe. Im Hinblick auf die Einordnung auf den populationsbasierten
Perzentilenkurven nach Voigt lagen die Feten der IUGR-Gruppe 37,83, auf den
angepassten Perzentilenkurven nach Gardosi 38,67 Perzentilenpunkte unterhalb der
CTRL-Gruppe.
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CTRL IUGR p

n Mittelwert/ 95% ClI n Mittelwert/%  95% Cl
%

maternales Alter (a) 40 32,53 30,69- 40 29,95 27,82- 0,1247
34,73 32,07

maternale GréRe (m) 40 1,66 1,64-1,68 40 1,65 1,64-1,67  0,7974

maternales Gewicht vor SS (kg) 40 63,13 59,74- 40 66,5 61,9-71,7 0,3610
66,51

maternaler BMI vor SS (kg/m?) 40 22,85 21,69- 40 24,18 22,78- 0,1765
24,01 25,57

maternale Geburtenzahl 40 1,25 0,84-1,66 40 0,8 0,37-1,23 0,0137

maternaler Rauchstatus (%) 40 20 7,04-32,96 40 37,5 21,82- 0,1374

53,18

maternaler Rauchstatus vor SS (%) 40 40 24,13- 40 45 28,89- 0,8213
55,87 61,11

maternaler systolischer Blutdruck (mmHg) 40 1171 113,9- 40 127,4 121,1- 0,0009
120,3 133,8

maternaler diastolischer Blutdruck (mmHg) 40 67,35 64,62- 40 74,6 70,64- 0,0034
70,08 78,56

Hypertonie wahrend SS (%) 40 0 0,0-0,0 40 22,5 8,98-36,03  0,0024

Gestationsalter bei Einschluss (SSW) 40 33,8 32,37- 40 32,95 31,6-34,33  0,3414
35,23

Gestationsalter bei Entbindung (SSW) 40 34,21 32,89- 40 33,96 32,68- 0,7832
35,52 35,25

neonatales Geschlecht (% weiblich) 40 52,5 36,33- 40 52,5 36,33- >0,9999
68,67 68,67

neonatales Geburtsgewicht (g) 40 2304 2023-2585 40 1531 1326-1735 <0,0001

neonatale Gewichtsperzentile 40 41,78 35,89- 40 3,95 3,05-4,85 <0,0001

(populationsbasiert) 47,66

neonatale Gewichtsperzentile (angepasst) 40 39,52 31,28- 40 0,85 0,11-1,60 <0,0001
47,77

maternales LDL-Cholesterol (mg/dL) 37 158,55 145,4- 40 1342 118,7- 0,0096
171,5 149,7

maternales HDL-Cholesterol (mg/dL) 37 75,32 69,3-81,35 40 72,9 67,55- 0,5750

78,25

maternales Gesamtcholesterol (mg/dL) 37 274 256,8- 40 246 226,9-265 0,0232
291,3

maternale Triglyceride (mg/dL) 37 2415 212,1- 40 225,2 188-262,4 0,3840
270,9

fetales LDL-Cholesterol (mg/dL) 40 29,13 23,87- 40 20,03 15,8-24,25  0,0032
34,38

fetales HDL-Cholesterol (mg/dL) 40 31,08 28,64- 40 15,7 13,34- <0,0001
33,51 18,06

fetales Gesamtcholesterol (mg/dL) 40 70,48 63,88- 40 50,08 44,4-55,75 <0,0001
77,07

fetale Triglyceride (mg/dL) 40 20,75 16,92- 40 45,4 35,87- <0,0001
24,58 54,93

Tabelle 3: Klinische und laborchemische Parameter der CTRL- und IUGR-Gruppe

(CTRL: Kontroll-Gruppe, IUGR: Intrauterine Wachstumsrestriktion-Gruppe, p: Korrelationskoeffizient rho, n: Anzahl,
Cl: Konfidenzintervall, a: Jahre, m: Meter, SS: Schwangerschaft, kg: Kilogramm, BMI: Body Mass Index, kg/mz2:
Kilogramm pro Quadratmeter, mmHg: Torr, SSW: Schwangerschaftswoche, g: Gramm, LDL: Low-Density-
Lipoprotein, HDL: High-Density-Lipoprotein, mg/dL: Milligramm pro Deziliter)

Die maternalen Werte fur TC liegen in der CTRL-Gruppe durchschnittlich 11,38%, die
maternalen LDL-Werte 18,11% tUber denen der IUGR-Gruppe, woraus sich signifikante
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Unterschiede ergeben. Die maternalen HDL-Werte liegen in der CTRL-Gruppe
hingegen durchschnittlich 3,32% uber denen der IUGR-Gruppe, woraus sich kein
signifikanter Unterschied ergibt. Gleiches gilt fur die durchschnittlichen Werte der
maternalen Triglyceride. Diese lagen in der CTRL Gruppe 7,24% uber denen der
IUGR-Gruppe und unterscheiden sich somit nicht signifikant.

Betrachtet man die fetalen Blutfettwerte ergibt sich ein signifikanter Unterschied. Das
fetale LDL-Cholesterol liegt in der CTRL-Gruppe um 45,43%, das fetale HDL-
Cholesterol um 97,96% und das fetale TC um 40,73% Uber dem Wert der IUGR-
Gruppe. Die fetalen Triglycerid-Werte hingegen liegen in der IUGR-Gruppe im
Durchschnitt um 118,8% Uber denen der CTRL-Gruppe.

Fetale Sterole

Vergleicht man die Konzentrationen von Gesamtcholesterol, Lanosterol,
Dihydrolanosterol, Lathosterol und Desmosterol im vendsen Nabelschnurblut der
CTRL- und IUGR-Gruppe miteinander, ergeben sich signifikante Unterschiede fur
Cholesterol, Lanosterol und Lathosterol (jeweils p<0,0001), sowie fur
Dihydrolanosterol (p=0,0023). Der Vergleich der Desmosterolkonzentrationen ergibt
hingegen keinen signifikanten Unterschied.

Die Gesamtcholesterol-Konzentration liegt in der CTRL-Gruppe bei durchschnittlich
76,83 mg/dL und somit um 42,35 % hoher als in der IUGR-Gruppe, wo diese im
Durchschnitt 55,12 mg/dL betragt. Die Konzentration von Lanosterol liegt mit
durchschnittlich 10,9 pg/dL in der IUGR-Gruppe um 51,83 % niedriger als in der CTRL-
Gruppe mit durchschnittlich 16,55 pg/dL. Fur Dihydrolanosterol liegt die Konzentration
in der CTRL-Gruppe bei gemittelt 0,63 pg/dL, in der IUGR-Gruppe bei durchschnittlich
0,47 pg/dL. Der Unterschied betragt damit 34,04 %. Die Lathosterol-Konzentration
liegt in der CTRL-Gruppe bei 0,18 mg/dL und somit um 50 % hdéher als in der IUGR-
Gruppe, wo diese durchschnittlich 0,12 mg/dL betragt. Fir Desmosterol liegt die
durchschnittliche Konzentration in der CTRL-Gruppe bei 0,088 mg/dL, in der IUGR-
Gruppe bei 0,082 mg/dL. Der Unterschied betragt damit bei 7,3 % und ist nicht

signifikant.
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Abbildung 5: Konzentration der fetalen Sterole im Gruppenvergleich

Box-Whisker-Plot-Darstellung der Konzentrationen von A: Gesamtcholesterol, B: Lanosterol, C: Dihydrolanosterol,
D: Lathosterol und E: Desmosterol der CTRL (Kontroll)-Kohorte verglichen mit der IUGR (Intrauterine
Wachstumsrestriktion) -Kohorte mittels Mann-Whitney-U-Tests ermittelt mit Angabe des Signifikanzniveaus p
(Korrelationskoeffizient rho) (mg/dL: Milligramm pro Deziliter; pg/dL: Mikrogramm pro Deziliter)

Setzt man die Cholesterolsynthesemetabolite ins Verhaltnis zu TC, ergibt sich ein

signifikanter Unterschied fur den Vergleich des Desmosterol/TC-Quotienten beider
Gruppen (p<0,0001).
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Abbildung 6: Konzentration der fetalen Sterole im Verhéltnis zu Gesamtcholesterol im Gruppenvergleich
Box-Whisker-Plot-Darstellung der Quotienten aus A: Lanosterol/TC (Gesamtcholesterol), B: Dihydrolanosterol/TC,
C: Lathosterol/TC und D: Desmosterol/TC der CTRL (Kontroll)-Kohorte verglichen mit der IUGR (Intrauterine

Wachstumsrestriktion) -Kohorte mittels Mann-Whitney-U-Tests ermittelt mit Angabe des Signifikanzniveaus p
(Korrelationskoeffizient rho)

Um den Einfluss des Geschlechts zu beleuchten, werden die Sterole in jeweils zwei
Subgruppen — mannlich (M) und weiblich (W) — zwischen CTRL- und IUGR-Gruppe
verglichen. Dabei besteht weiterhin ein signifikanter Unterschied in Bezug auf TC (M:
p=0,0135, W: p=0,0103), Lanosterol (M: p=0,0025, W: p=0,0008) und Lathosterol (M:
p=0,0011, W: p=0,0010). Ebenso kdnnen innerhalb der beiden Studiengruppen die

beiden Geschlechter miteinander verglichen werden, wobei sich kein signifikanter
Unterschied ergibt.
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Abbildung 7: Subgruppenanalyse der fetalen Sterole nach Geschlecht

Box-Whisker-Plot-Darstellung der Konzentrationen von A: Gesamtcholesterol, B: Lanosterol, C: Dihydrolanosterol,
D: Lathosterol und E: Desmosterol innerhalb und unterhalb der Subgruppen nach Geschlecht der CTRL (Kontroll)-
Kohorte verglichen mit der IUGR (Intrauterine Wachstumsrestriktion) -Kohorte mittels Kruskal-Wallis-Test ermittelt
mit Angabe des Signifikanzniveaus p (Korrelationskoeffizient rho) (mg/dL: Milligramm pro Deziliter; pg/dL:
Mikrogramm pro Deziliter, M: mannlich, W: weiblich)

Bildet man auch hier ein Verhaltnis zwischen Synthesemetaboliten und TC, ergeben
sich signifikante Unterschiede fur den Desmosterol/TC-Quotienten beim Vergleich von
mannlichen [IUGR- mit mannlichen CTRL-Feten (p<0,0001) und weiblichen IUGR- mit
weiblichen CTRL-Feten (p=0,0168).
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Abbildung 8: Subgruppenanalyse der fetalen Sterole im Verhéltnis zu Gesamtcholesterol nach
Geschlecht

Box-Whisker-Plot-Darstellung der Quotienten aus A: Lanosterol/TC (Gesamtcholesterol), B: Dihydrolanosterol/TC,
C: Lathosterol/TC und D: Desmosterol/TC innerhalb und unterhalb der Subgruppen nach Geschlecht der CTRL
(Kontroll)-Kohorte verglichen mit der IUGR (Intrauterine Wachstumsrestriktion) -Kohorte mittels Kruskal-Wallis-Test
ermittelt mit Angabe des Signifikanzniveaus p (Korrelationskoeffizient rho) (M: mannlich, W: weiblich)

Um die Schwangerschaftswoche bei der Geburt als Einflussfaktor zu untersuchen,
werden die beiden Studiengruppen anhand des Geburtszeitpunktes weiter unterteilt:
<34. SSW und >34. SSW. Vergleicht man die Subgruppen zwischen den
Studiengruppen, ergeben sich signifikante Unterschiede fiir TC in beiden Subgruppen
hinsichtlich des Vergleichs zwischen den beiden Studiengruppen (<34. SSW:
p=0,0167, >34. SSW: p=0,0082) sowie innerhalb der <34. SSW-Subgruppe flr
Lanosterol (p<0,0001) und Lathosterol (p<0,0001).
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Abbildung 9: Subgruppenanalyse der fetalen Sterole nach Schwangerschaftswoche bei Entbindung
Box-Whisker-Plot-Darstellung der Konzentrationen von A: Gesamtcholesterol, B: Lanosterol, C: Dihydrolanosterol,
D: Lathosterol und E: Desmosterol innerhalb und unterhalb der Subgruppen nach Schwangerschaftswoche bei
Entbindung der CTRL (Kontroll)-Kohorte verglichen mit der IUGR (Intrauterine Wachstumsrestriktion)-Kohorte
mittels Kruskal-Wallis-Test ermittelt mit Angabe des Signifikanzniveaus p (Korrelationskoeffizient rho) (mg/dL:
Milligramm pro Deziliter; pg/dL: Mikrogramm pro Deziliter, SSW: Schwangerschaftswoche)

Bildet man erneut einen Quotienten aus Synthesemetabolit und TC, ergibt sich ein
signifikanter Unterschied fur Desmosterol/TC hinsichtlich beider Subgruppen im
Kohorten-Vergleich (£34. SSW: p=0,0002; >34. SSW: p=0,0105). Ebenso besteht ein

signifikanter Unterschied innerhalb der IUGR-Gruppe im Hinblick auf Lanosterol
(p=0,0005), Dihydrolanosterol (p=0,0413) und Lathosterol (p<0,0001).
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Abbildung 10: Subgruppenanalyse der fetalen Sterole im Verhéltnis zu Gesamtcholesterol nach
Schwangerschaftswoche bei Entbindung

Box-Whisker-Plot-Darstellung der Quotienten aus A: Lanosterol/TC (Gesamtcholesterol), B: Dihydrolanosterol/TC,
C: Lathosterol/TC und D: Desmosterol/TC innerhalb und unterhalb der Subgruppen nach Schwangerschaftswoche
bei Entbindung der CTRL (Kontroll)-Kohorte verglichen mit der [IUGR (Intrauterine Wachstumsrestriktion) -Kohorte

mittels Kruskal-Wallis-Test ermittelt mit Angabe des Signifikanzniveaus p (Korrelationskoeffizient rho) (SSW:
Schwangerschaftswoche)

Rechnet man den Einfluss von Rauchen als Storfaktor mittels Residualanalyse heraus,
ergibt sich ein signifikanter Unterschied zwischen CTRL- und IUGR-Gruppe fir TC

(p<0,0001), Lanosterol (p<0,0001), Dihydrolanosterol (p=0,0498) und Lathosterol
(p<0,0001).
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Abbildung 11: Residualanalyse fir den maternalen Rauchstatus der fetalen Sterole im Gruppenvergleich
Box-Whisker-Plot-Darstellung der Residualanalyse fir den maternalen Rauchstatus von A: Gesamtcholesterol, B:
Lanosterol, C: Dihydrolanosterol, D: Lathosterol und E: Desmosterol der CTRL (Kontroll)-Kohorte verglichen mit
der IUGR (Intrauterine Wachstumsrestriktion) -Kohorte mit Angabe des Signifikanzniveaus p
(Korrelationskoeffizient rho)

Rechnet man den Einfluss weiterer potenzieller Storfaktoren, zusatzlich zum
maternalen Rauchstatus das Gestationsalter bei Geburt, das fetale Geschlecht, die
Paritéat und den maternalen BMI, mittels Residualanalyse heraus, bleibt der signifikante
Unterschied zwischen TC-, Lanosterol- und Lathosterolkonzentration der beiden

Studiengruppen erhalten (p<0,0001).

37



>

Gesamtcholesterol
p<0.0001

L

N N
=] [=}
]

Residuen
o

I_

A
=)

Lanosterol
101 p<0.0001

| |

Residuen

-10

I S

Q_\/
& N & N}
Dihydrolanosterol Lathosterol Desmosterol
0.6 | p=0.0510 i 0.107 I p<0.0001 | 0.031 | p=0.2517 i
0.4 0.02
0.05-
= 0.29 c c 0.014
Q [ (%)
=] =3 >
S 0.0 S 0.00 S 0.00
1% [ 0
Q jo) Q
@ .0.24 ox @ -0.01
-0.054
-0.44 -0.02
0.6 T T -0.10 T T -0.03 T
& & & & & &
& » & » & N

Abbildung 12: Residualanalyse fiir bekannte Konfounder der fetalen Sterole im Gruppenvergleich

Box-Whisker-Plot-Darstellung der Residualanalyse von A: Gesamtcholesterol, B: Lanosterol, C: Dihydrolanosterol,
D: Lathosterol und E: Desmosterol CTRL (Kontroll)-Kohorte verglichen mit der IUGR (Intrauterine
Wachstumsrestriktion) -Kohorte mit Angabe des Signifikanzniveaus p (Korrelationskoeffizient rho); es erfolgten
multiple Residualanalysen fir Rauchen, Gestationsalter bei Geburt, fetales Geschlecht, Paritat und maternalen BMI

Zur Darstellung der Sterolkonzentration in Abhangigkeit vom Gestationsalter bei
Entbindung dient eine Regressionsanalyse. Dabei wird deutlich, dass in der IUGR-
Kohorte alle Sterole im gesamten Schwangerschaftsverlauf in geringerer
Konzentration vorliegen als in der Kontrollgruppe. Die TC-Konzentration nimmt im
Verlauf der Schwangerschaft von gemittelt 102,48 mg/dL in der 25. SSW auf 59,26
ml/dL in der 41. SSW ab. In der IUGR-Kohorte bleibt sie weitestgehend konstant bei
im Mittel 60,25 mg/dL in der 26. SSW und 51,35 mg/dL in der 41. SSW, sodass sich
die mittleren TC-Konzentrationen von CTRL- und IUGR-Gruppe in der 41. SSW nur
noch geringflgig unterscheiden. Die Lanosterol-Konzentration bleibt in der CTRL-
Gruppe nahezu konstant bei 17,23 pg/dL in der 25. SSW und 16,1 pg/dL in der 41.
SSW. In der IUGR-Gruppe nimmt diese im Schwangerschaftsverlauf von 7,14 pg/dL
in der 26. SSW auf 13,68 pg/dL in der 41. SSW zu und néhert sich dem Level der
CTRL-Kohorte immer weiter an. Die Konzentration von Dihydrolanosterol steigt im
Schwangerschaftsverlauf der CTRL-Gruppe von 0,46 pg/dL in der 25. SSW auf 0,74
pg/dL in der 41. SSW an und sinkt im Gegensatz dazu in der IUGR-Schwangerschaft
geringfugig von 0,53 pg/dL in der 26. SSW auf 0.44 pg/dL ab. Der Unterschied

zwischen den beiden Gruppen ist, im Vergleich zu den anderen aufgezeigten Sterolen,
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geringer. Die Lathosterol-Konzentration zeigt sich in der CTRL-Kohorte im
Schwangerschaftsverlauf abnehmend von 0,20 mg/dL in der 25. SSW auf 0,16 mg/dL
in der 41. SSW, wahrend es in der IUGR-Kohorte deutlich von 0,08 mg/dL in der 26.
SSW auf 0,15 mg/dL in der 41. SSW ansteigt. Die Desmosterol-Konzentration sinkt in
beiden Gruppen mit steigendem Schwangerschaftsalter ab, in der CTRL-Gruppe von
0,1 mg/dL in der 25. SSW auf 0,08 mg/dL in der 41. SSW, in der IUGR-Gruppe von
0,09 mg/dL in der 26. SSW auf 0,08 mg/dL in der 41. SSW.
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Abbildung 13: Konzentration der fetalen Sterole im Schwangerschaftsverlauf im Gruppenvergleich
Darstellung der Regressionsanalyse von A: Gesamtcholesterol, B: Lanosterol, C: Dihydrolanosterol, D: Lathosterol
und E: Desmosterol im Schwangerschaftsverlauf der CTRL (Kontroll)-Kohorte verglichen mit der IUGR (Intrauterine
Wachstumsrestriktion) -Kohorte mit Angabe des Signifikanzniveaus p (Korrelationskoeffizient rho) (mg/dL:
Milligramm pro Deziliter; pg/dL: Mikrogramm pro Deziliter, SSW: Schwangerschaftswoche)

Im Verhaltnis zum TC stellen sich die Verlaufskurven von Lanosterol und
Dihydrolanosterol in beiden Studiengruppen nahezu deckungsgleich dar. Der
Lathosterol/TC-Quotient steigt in beiden Studiengruppen an, wobei der Verlauf in der
IUGR-Gruppe steiler ist, sodass dieser etwa ab der 36. SSW den Quotienten der
CTRL-Gruppe ubersteigt. Der Graph des Desmosterol/TC-Quotienten der IUGR-Feten
verlauft etwa parallel und unterhalb zu dem der CTRL-Feten.
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Abbildung 14: Konzentration der fetalen Sterole im Verhaltnis zu Gesamtcholesterol im
Schwangerschaftsverlauf im Gruppenvergleich

Darstellung der Regressionsanalyse von A: Lanosterol/TC (Gesamtcholesterol), B: Dihydrolanosterol/TC, C:
Lathosterol/TC und D: Desmosterol/TC im Schwangerschaftsverlauf der CTRL (Kontroll)-Kohorte verglichen mit
der IUGR (Intrauterine Wachstumsrestriktion) -Kohorte mit Angabe des

Signifikanzniveaus p
(Korrelationskoeffizient rho) (SSW: Schwangerschaftswoche)
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4. Diskussion

Der vorliegenden Arbeit liegt die Hypothese zugrunde, dass eine herabgesetzte
Cholesterolsyntheserate des Fetus ursachlich fur die erniedrigten Cholesterolspiegel
bei einer IUGR ist. Um die fetale Cholesterolsynthese zu untersuchen, wurden die
Konzentrationen der Cholesterolsynthesemetabolite Lanosterol, Desmosterol,
Dihydrolanosterol und Lathosterol im venésen Nabelschnurblut von normotrophen
Feten und IUGR-Feten mittel GC-MS im SIM-Modus bestimmt. Hierbei kann die
aufgestellte Hypothese dahingehend bestatigt werden, dass die Konzentrationen der
Cholesterol-Vorstufen Lanosterol, Dihydrolanosterol und Lathosterol bei der IUGR
signifikant niedriger sind. Die Desmosterolkonzentration unterscheidet sich nicht

signifikant zwischen den beiden Gruppen.

4.1 Diskussion der Methodik

Ein- und Ausschlusskriterien

Der Einschluss der Probanden in die Studie erfolgte prospektiv, ohne dass das fetale
Outcome bekannt war. Die Rekrutierung wurde durch Doktoranden der Kliniken
vorgenommen. Bei einer Anzahl von jahrlich 1200 Geburten in Aachen und 1500
Geburten in Kiel, wurden nach Prifung der Ein- und Ausschlusskriterien insgesamt
1200 Probanden aufgenommen. Aus logistischen Griinden war es nicht gewéhrleistet,
mit allen zur Entbindung aufgenommenen Frauen in Kontakt zu treten. Dies war
beispielsweise durch den Wunsch nach einer ambulanten Entbindung, kurze
Klinikaufenthalte oder die Notwendigkeit einer intensivmedizinischen Behandlung
bedingt. In der Frauenklinik der Universitatsklinik Kiel kamen im untersuchten Zeitraum
von 12 Monaten 1126 Geburten flr den Einschluss in die Studie in Frage. Davon
konnte bei 879 Muttern eine Einwilligung eingeholt werden, sodass insgesamt etwa 22
% der Mutter nicht erreicht wurden oder keine Einwilligung gaben. Durch
engmaschigere Anwesenheit der Doktoranden héatte diese Quote geringer gehalten
werden konnen. Im Probandenkollektiv der vorliegenden Studie liegt die Inzidenz flr
eine IUGR schatzungsweise bei 20 %, in der Allgemeinbevélkerung bei bis zu 8 %.
Diese Abweichung erklart sich durch die Empfehlung zu einer Entbindung in einer

Klinik mit perinatalem Schwerpunkt, welches sich tblicherweise bevorzugt in Kliniken
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der Maximalversorgung findet. Die Universitatskliniken Aachen und Kiel stellen
Perinatalzentren ersten Levels dar. Aufgrund der abweichenden Inzidenz zur
Normalbevélkerung kann die Ubertragbarkeit dieser Studie eingeschrankt sein. Da das
Ziel jedoch in der Untersuchung pathophysiologischer Zusammenhé&nge und nicht in
der Entwicklung klinischer Tests z. B. zum Screening lag, ist die Pravalenz in der
vorliegenden Untersuchung von geringer Bedeutung. Im Gegenteil erhdht die hdhere

Pravalenz die Rekrutierungsrate.

Um mogliche Storfaktoren auszuschlieen, gab es neben der fehlenden Einwilligung
verschiedene  Ausschlusskriterien  fur die  Aufnahme in die  Studie:
Mehrlingsschwangerschaften sind mit einer Wachstumsretardierung assoziiert und es
ist noch nicht abschlieBend geklart, ob sich hieraus gleiche pathophysiologische
Konsequenzen ergeben (Pollack and Divon, 1992; Johnson et al., 2011). Die
Abgrenzung zur IUGR kann hierbei durch mehrlingsspezifische ahnliche
Krankheitsbilder erschwert werden. Ein feto-fetales Transfusionsyndrom
beispielsweise geht haufig mit einem vermindertem fetalen Schatzgewicht bei
gleichzeitigem Oligohydramnion einher (Society for Maternal-Fetal Medicine and
Simpson, 2013) und koénnte somit als IUGR gewertet werden, obwohl der
pathophysiologische Mechanismus nicht dem Formenkreis der Plazentainsuffizienz
zugerechnet wird. Das Geburtsgewicht von Mehrlingen ist zudem vom maternalen
Ernahrungszustand, dem uterinen Blutfluss, der Transportkapazitat der Plazenta
sowie den jeweiligen Anteilen der Feten an der Plazentamasse abhéangig
(Dudenhausen and Maier, 2010). Um eine daraus resultierende Fehlerquelle zu
vermeiden, galten Mehrlingsschwangerschaften als Ausschlusskriterium. Fetale
kongenitale Malformationen sind in 22,3 % der Félle mit einem geringen
Geburtsgewicht vergesellschaftet (David and Mccarthy, 1988). Da hieraus eine
Anfalligkeit fur falschliche Diagnosestellungen einer IUGR entsteht, beispielsweise bei
gleichzeitigem Vorliegen eines Oligohydramnions durch fehlende Nierenanlage und
daraus resultierender reduzierter fetaler Urinmenge, wurden Feten mit Anomalien und
abnormem Karyotyp aus der Studie ausgeschlossen. Infektionen der Mutter kdnnen
Uber die Plazenta auf das Ungeborene tGbergehen und die Entwicklung beeinflussen.
Mit einem TORCH-Screening konnen folgende Infektionen, die mit einer
nachgewiesen hohen Rate fur Totgeburten einhergehen, detektiert werden (Neu,

Duchon and Zachariah, 2016): Wahrend das Zytomegalievirus zu einer Zytolyse und
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durch den anschlieBenden Heilungsprozess zu Entzindungsreaktionen,
Fibrosierungen und Kalzifizierungen fuhrt, sind Infektionen mit dem Rubellavirus mit
einer vaskularen Insuffizienz und verzogerter Zellteilung assoziiert, wodurch die
Organentwicklung beeinflusst wird (Pollack and Divon, 1992). Eine Vielzahl viraler
Infektionen in der Schwangerschaft gehen mit einer verminderten Wachstumsrate
einher (Waldorf and Mcadams, 2013), sodass ein positives TORCH-Screening zum
Ausschluss aus der Studie fuhrte. Auch bakterielle Infektionen, beispielsweise mit
Syphilis oder Listerien sowie Protozoeninfektionen wie Malaria oder die Chagas-
Krankheit kbnnen von einer Wachstumsreduktion begleitet sein (Pollack and Divon,
1992). NETs (,Neutrophil Extracellular Traps“) sind Teil der angeborenen
Immunabwehr. Sie werden bei Infektionen aus der DNA von Neutrophilen
Granulozyten gebildet und bekampfen pathogene Mikroorganismen. NETs férdern
Uber eine Thrombozytenaggregation die Blutgerinnung (Fuchs et al., 2010). Eine
entsprechende Reaktion wahrend der Schwangerschaft kann zu thrombotischen
Veranderungen fuhren, wie sie auch bei der Praeklampsie beschrieben werden,
wodurch der Austausch von Nahrstoffen von der Mutter zum Fetus behindern und
somit das Wachstum beeinflussen. Bakterielle Infekte gehen typischerweise mit einer
Erh6éhung der Entziindungsparameter im Blut einher. Klinische oder laborchemische
Zeichen einer Infektion fuhrten aufgrund der nicht ausreichend bekannten, jedoch
moglichen Einflisse durch die Erreger und das Immunsystem zum Ausschluss aus der
Studie.

Bezuglich des Einflusses eines maternalen Diabetes mellitus Typ 1 und 2 (T1DM bzw.
T2DM) oder Gestationsdiabetes mellitus (GDM) auf die fetale Wachstumsdynamik gibt
es in der Literatur viele Ansatze. Die meisten basieren auf einer Veranderung des
Nahrstoffangebots dem Fetus gegenlber. Einerseits besteht eine Assoziation von
maternalem Diabetes mellitus (DM) mit einer fetalen Makrosomie. Durch die hohen
Blutglukosekonzentrationen bei Diabetikerinnen steigt das Glukoseangebot dem Fetus
gegenuber, woraus eine Hyperinsulinamie mit exzessiver Zunahme an Fettgewebe
sowie Muskelwachstum und Organomegalie beim Fetus resultiert (Mayer and Joseph,
2013; Herrera and Desoye, 2016). Andererseits sind auch Assoziationen zu einem
verminderten fetalen Wachstum bei maternalem DM beschrieben worden:
Beispielsweise ist die Thrombozytenmasse bei Patienten mit T2DM erhéht, wodurch
ein erhdhtes Risiko fur Atherosklerose besteht (Coban, Bostan and Ozdogan, 2006).

Daraus konnen sich Veranderungen im Blutgefal3system der Mutter und der uterinen
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Strombahn ergeben, die zu einer Minderversorgung der Plazenta und des Fetus mit
einhergehender Wachstumseinschrankung filhren. Aufgrund der uneinheitlichen
Datenlage sind die Einflisse eines maternalen DM auf das fetale Wachstum schwer
zu berechnen, weshalb Diabetikerinnen aus der Studie ausgeschlossen wurden.
Ebenso flihrten andere schwere maternale Erkrankungen zum Ausschluss. Pollack et
al. fassen die Einflisse der Erkrankungen an sich sowie der medikamentésen
Therapie zusammen: Chronisch-entzindliche Darmerkrankung gehen mit einer
verminderten Resorption von Nahrstoffen einher und fiihren damit zu einem nutritiven
Problem. Erkrankungen der Atemwege, wie Asthma bronchiale, Zystische Fibrose
sowie zyanotische Herzfehler fihren zu einer Hypoxie, die sich auf den Fetus
Ubertragen kann. Ein maternaler Hypertonus kann tber Schaden und Infarkte im
GefalRsystem der Plazenta die Blutzufuhr verringern, aber auch eine antihypertensive
Therapie ist mit einer Wachstumsrestriktion assoziiert. Auch Methotrexat und
Cyclophosphamid sowie Antikoagulantien haben einen schéadlichen Effekt auf das
fetale Wachstum (Pollack and Divon, 1992). In den meisten Fallen erfolgte die
Erkrankungs- und Medikamentenanamnese anhand des Mutterpasses und war damit
abhangig von der Gewissenhaftigkeit Dritter. Dadurch kann es zu einer Verfalschung
der Daten aufgrund eines fehlerhaften Einschlusses von Probandinnen mit
Vorerkrankungen in die Studie gekommen sein, wobei dieser Einfluss als gering
eingeschatzt wird.

Bei drohender Frihgeburtlichkeit ist zwischen 24+0 und 34+0 SSW eine
Lungenreifeinduktion mittels Betamethason indiziert. Diese Behandlung kann zu
Veranderungen der Blutfettwerte fuhren (Parker et al., 1995), weshalb eine RDS-
Prophylaxe vor <5 Tagen zum Studienausschluss fuhrte. In der Arbeit von Parker et
al. wird beschrieben, dass die fetale Cholesterolkonzentration bis zum 3. und 4. Tag
nach der Behandlung signifikant erhéht ist, am 5. Tag mit der der Kontrollgruppe
Ubereinstimmt und darauthin am 6. und 7. Tag erneut ansteigt. Die
Cholesterolkonzentrationen konnen auch nach mehr als 5 Tagen noch verandert sein
und die Studienergebnisse verfalschen. Daher wurde die Paarung zwischen IUGR-
und CTRL-Feten zuséatzlich mdglichst deckend in Bezug auf eine
Betamethasontherapie = vorgenommen, sodass der Effekt weitestgehend
vernachlassigt werden kann.

Ahnlich wie Medikamente, kann auch der Konsum von Drogen und Alkohol das fetale

Wachstum beeinflussen (Pollack and Divon, 1992).
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Reproduktionsmedizinische Eingriffe wurden im Zuge der Anamnese erfasst, fihrten
aber nicht zum Ausschluss aus der Studie und wurden bei der Gruppenzuordnung
nicht bericksichtigt. Nach Wang et al. gehen Schwangerschaften, die auf der
Grundlage einer in-vitro-Fertilisation oder eines Gametentransfers bestehen,
signifikant haufiger mit einer Wachstumsrestriktion einher (Wang et al., 1994). Daraus
kann eine Verfalschung der vorliegenden Studiendaten resultieren. Es wird vermutet,
dass der Pathomechanismus bei reproduktiven Mafinahmen in einer idiopathischen,
plazentaren Funktionseinschrankung in Folge immunologischer Komponenten und
daraus resultierender verminderter Trophoblastinvasion zu suchen ist (Pecks, Maass
and Neulen, 2011). Somit liegt der Pathomechanismus bei der IUGR nach
reproduktionsmedizinischen MalRnahmen auch innerhalb des gesetzten Fokus der
Arbeit.

Studiengruppen

Die Zuordnung zu den Studiengruppen, IUGR vs. CTRL, erfolgte nach der Auswertung
der schwangerschaftsbezogenen Daten, die von den Probanden in Form des
Mutterpasses offengelegt wurden. Im Verlauf der Schwangerschaft steigen die
Blutfettwerte stetig an (Jin et al., 2016). Um Einflisse des Gestationsalters bei Geburt
auf die ermittelten Parameter zu vermeiden, wurde jeweils ein IUGR-Proband mit
einem CTRL-Probanden gepaart, sodass sich das Gestationsalter bei Geburt um
maximal sieben Tage unterscheidet. Ebenso hat das fetale Geschlecht Einfluss auf
das Gewicht, weshalb gleichzeitig der Anspruch auf eine gleichgeschlechtliche
Paarung bestand. Zudem wurde Wert auf ein ausgeglichenes Geschlechterverhéltnis
gelegt: Die 80 Proben ventsen Nabelschnurblutes stammen von je 21 weiblichen und
19 ménnlichen Feten pro Studienkohorte. Um eine hohe Aussagekraft zu erreichen,
wurden in der vorliegenden Arbeit 49 Probanden pro Studienkohorte eingeschlossen,
wobei nur von 40 Feten pro Studiengruppe vendses Nabelschnurblut vorhanden war.
In vielen vorangegangenen Studien wurde nicht konsequente zwischen IUGR und
SGA unterschieden. Diese Unterscheidung ist jedoch wichtig, da ca. 70% der Feten
mit Gewicht unter der 10. P. konstitutionell mindergewichtig sind. Nur ca. 30%
unterliegt eine Pathologie. Diese Gruppe ist von besonderer klinischer Relevanz
aufgrund des erhdhten Risikos eines ungunstigen Ausgangs der Schwangerschaft und
Neonatalzeit (Mandruzzato et al., 2008). Um eine mdglichst homogene und

definitionsgerechte Studiengruppe zu untersuchen, wurde in der vorliegenden Arbeit
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die Definition der IUGR als Geburtsgewicht unterhalb der 10. P in Kombination mit
einem weiteren IUGR-typischen Kriterium, welches den Entwicklungsverlauf oder den
Zustand des Fetus erfasst, verwendet (Mandruzzato et al., 2008). Die hierzu
gewadahlten sonographischen Zusatzkriterien basierten auf vorangegangene Studien
anderer, die zu einer verbesserten Diskriminierung zwischen pathologischer [IUGR und
konstitutioneller SGA durchgefuhrt wurden: Eine Perzentilenflucht ist ein wichtiges
Merkmal, um zwischen konstitutionell kleinen und wachstumsrestringierten Feten zu
unterscheiden. Eine einheitliche Definition eines relevanten Wachstumsabfalls gibt es
dabei nicht. In der vorliegenden Studie wird eine Perzentilenflucht um >40 P als
Zusatzkriterium gewahlt, um zu vermeiden, dass fehlerhafte Messungen und
Untersucherabhangigkeit falschlicherweise zu einer Diagnosestellung fuhren. Es wird
davon ausgegangen, dass im Sinne einer Normalverteilung der Hauptanteil der Feten
ein Gewicht auf der 50. P aufweist. Da eine Wachstumsrestriktion als Geburtsgewicht
<10. P definiert wird, missen die Feten einen Perzentilenabfall um >40 P aufweisen,
um diese Definition zu erfiillen. Als Zeitintervall zwischen den Untersuchungen wurden
4 Wochen gewahlt. Nach Mongelli et al. ist die Rate an falsch-positiven Ergebnissen
bei diesem Zeitintervall signifikant niedriger ist als bei einer zweiwdchigen oder sogar
einwbchigen Kontrolle. Zudem beschreiben sie, dass die Rate an falsch-positiven
Diagnosestellungen fir eine IUGR mit steigendem Gestationsalter zum Zeitpunkt der
initialen Messung zunimmt (Mongelli, EK and Tambyrajia, 1998). Daraus ergibt sich
eine Einschrankung der vorliegenden Studie: Da das Studiendesign prospektiv
gewahlt wurde, gab es keinen einheitlich definierten Gestationszeitpunkt, zu dem die
initiale  Ultraschalluntersuchung mit Bestimmung der fetalen GroRe bei allen
Probandinnen stattfand. Fir die ermittelten Daten aus dem Mutterpass wurde keine
Interpolierung in Bezug auf diese Fehleranfalligkeit vorgenommen. Im klinischen Alltag
ist eine vierwochige Verlaufsbeobachtung zudem oftmals nicht méglich, da eine
Entbindung aufgrund anderer Faktoren bereits vor einer Wachstumskontrolle indiziert
ist. Daher flieRen auch andere Kriterien, die nicht zwingend einer Verlaufsbeobachtung
bedirfen, in die Diagnose der IUGR ein.

Trudinger et al. zeigen, dass die IUGR mit einem erhdhten plazentaren
GefaRwiderstand assoziiert ist. Dieser kann dopplersonographisch anhand des
Flussprofils der A. umbilicales dargestellt werden (Trudinger et al., 1985), weshalb ein
Rl oberhalb der 95. P oder ein fehlender enddiastolischer Blutfluss als Zusatzkriterium

gilt. Da der RI im Gegensatz zum PI bei hohen Gefal3widerstanden nur noch wenig
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beeinflusst wird und damit an Aussagekraft verliert (Steiner and Schneider, 2008),
muss jedoch diskutiert werden, ob in zukilnftigen Studien bevorzugt eine
dopplersonographische Beurteilung des Pl herangezogen werden sollte.

Ein fetaler KU/AU-Quotient oberhalb der 95. P weist in Verbindung mit einem
Schatzgewicht <10. P auf eine plazentare Insuffizienz hin (Campbell and Thoms,
1977). Besonders eine asymmetrische IUGR zeichnet sich durch einen im Vergleich
zum Bauchumfang erhdhten Kopfumfang aus und wird mit diesem Diagnosekriterium
erfasst. Dabei geht das ,brain-sparing” besonders mit einem erhdhten Pl oder einem
ARED-Flussmuster der A. umbilicalis einher (Kiserud et al., 2006), sodass diese
beiden Zusatzkriterien gehauft zusammen erwartet werden kénnen. Eine Asymmetrie
kann daher als ein valides Zeichen einer IUGR angesehen werden.

Bezlglich des Vorliegens eines Oligohydramnions in Verbindung mit einer IUGR gibt
es zahlreiche Ansatze. Lin et al. kommen zu dem Ergebnis, dass die IUGR signifikant
haufiger mit einem Oligohydramnion einhergeht, wobei das Gestationsalter zum
Zeitpunkt der Detektion keinen Einfluss auf die Signifikanz hat. Eine Kombination aus
geringem fetalen Schatzgewicht und Oligohydramnion verdoppelt den positiv-
pradiktiven Wert fir eine IUGR (Lin, Sheikh and Lopata, 1990). Das Vorliegen eines
Oligohydramnions korreliert unter anderem mit einer Minderperfusion der Plazenta
sowie Schaden im fetalen Gefal3system (Spinillo et al., 2015). Hierbei sind die
Unterschiede zwischen der Studiengruppe mit schwerem Oligohydramnion, definiert
durch einen AFIl <4cm, und der Kontrollgruppe signifikant. In der vorliegenden Arbeit
wird das Oligohydramnion durch einen AFI <6cm definiert, wodurch die Spezifitat
eingeschrénkt sein kann. Zusatzlich ist die Messung der Fruchtwassermenge mittels
Berechnung des AFI der Messung mittels SDP (single deepest vertical pocket)
dahingehend unterlegen, dass sie eine hoéhere falsch-positive Rate fur die Diagnose
eines Oligohydramnions aufweist (Nabhan and Abdelmoula, 2009; Kehl et al., 2016).
Die Definition Uber den AFI <6cm ist jedoch in vielen Studien gebrauchlich, was fir ein
hohes MaR an Ubertragbarkeit der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit spricht
(Mongelli, Ek and Tambyrajia, 1998; Hecher et al., 2001; Chauhan et al., 2007; Spinillo
et al., 2015). Der Fetus bezieht seine Nahrstoffe nicht nur Uber das Blut. Auch das
Fruchtwasser beinhaltet wichtige Stoffe wie Kohlenhydrate, Proteine, Lipide,
Elektrolyte, Enzyme und Hormone, die vom Fetus aufgenommen werden
(Burjonrappa, Crete and Bouchard, 2009). Ein verminderter AFI als Ausdruck einer

geringeren  Fruchtwassermenge geht demnach mit einem verminderten
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Nahrstoffangebot dem Fetus gegenuber einher. Burjonrappa et al. gehen davon aus,
dass die mit dem Fruchtwasser aufgenommene Glucose Uber die Regulation der
fetalen Insulinspiegel einen wichtigen Faktor fir das fetale Wachstum darstellt.
Gleichzeitig kann die Ernahrung der Mutter die Zusammensetzung des Fruchtwassers
beeinflussen (Friesen and Innis, 2019). Durch den AFI kann demnach die Quantitat
des zur Verfiigung stehenden Fruchtwassers dargestellt werden, nicht jedoch die
Qualitat. Eine Analyse der Fruchtwasserzusammensetzung bei IUGR-Feten im
Vergleich zu CTRL-Feten ware in Betracht zu ziehen, jedoch logistisch nur schwer mit
einem prospektiven Studiendesign bei gleichzeitig gro3er Fallzahl zu vereinbaren.
Auf die einheitliche Definition der IUGR-Gruppe wurde im Rahmen der Studie groRRer
Wert gelegt. Von 160 Kieler Schwangeren, bei denen das fetale Geburtsgewicht
unterhalb der 10. P lag, wurden 18 aufgrund einer pathologischen Dopplersonographie
der A. umbilicalis als IUGR definiert. Bei unauffalligem dopplersonographischen
Flussprofil der A. umbilicalis wies ein Fetus eine pathologische CPR auf, neun Frauen
zeigten ein pathologisches Flussprofil der A. uterina, bei zwei Feten wurde ein
Wachstumsarrest festgestellt, bei 23 Schwangeren ein Oligohydramnion und bei neun
Feten eine KU/AU-Diskrepanz. Dennoch gibt es Einschrankungen der vorliegenden
Definitionskriterien: Das Nichterreichen des  genetisch  vorgegebenen
Wachstumspotenzials kennzeichnet die IUGR. Liegt das genetisch determinierte
Geburtsgewicht auf der 90. P, das tatsachliche Geburtsgewicht jedoch auf der 30. P,
ist das Wachstumspotenzial nicht erreicht, ohne dass der Fetus Uber die vorliegende
Definition als wachstumsretardiert eingestuft wird. Dadurch besteht die Mdglichkeit,
dass Feten falschlicherweise als gesund eingestuft und trotz bestehender IUGR in die
CTRL-Gruppe eingeschlossen wurden.

Die in dieser Arbeit verwendete Definition der IUGR erhebt nicht den Anspruch auf
Allgemeinguiltigkeit. Sie unterscheidet sich geringfiigig von der Definition der 2017
erstmals veroffentlichten Leitlinie der Deutschen Gesellschaft fur Gynékologie und
Geburtshilfe (DGGG). Die DGGG definiert zwei Hauptkriterien: ein fetales
Schatzgewicht unterhalb der 10. P und/oder ein im Verlauf nicht perzentilengerechtes
Wachstum. Fir die Diagnosestellung einer IUGR muss lediglich eines der beiden
Hauptkriterien zwingend bestatigt sein und mit mindestens einem der Zusatzkriterien
kombiniert auftreten. So kdnnen auch wachstumsretardierte Feten oberhalb der 10. P
erfasst werden. Da nach Einschéatzung der eigenen Arbeitsgruppe hierin aber eine zu

groBe Unsicherheit zu sehen ist, die zwar klinisch sinnvoll, aber fir eine
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wissenschaftliche Studie zur Pathophysiologie unzureichend ist, wurden Neugeborene
mit einem Gewicht >10 P aus der IUGR-Gruppe ausgeschlossen.

Ein pathologisches Wachstum wird in der vorliegenden Arbeit durch einen
Wachstumsabfall bzw. eine Perzentilenflucht um >40 P innerhalb von 4 Wochen
definiert. Solch eine klare Definition gibt es bei den DGGG-Kriterien nicht, wodurch die
Einschéatzung einer Wachstumsverlangsamung einen Interpretationsspielraum zulasst
und an Objektivitat verliert — eine Starke der Definition dieser Arbeit.

Eine fetale Asymmetrie als Ausdruck einer fetalen Minderversorgung mit ,brain-
sparing“ wird in den Leitlinien der DGGG nicht einbezogen. Ein erhéhter Pl oder ein
ARED der A. umbilicalis gehen signifikant haufiger mit einem Shunt tber den fetalen
Ductus venosus einher, wodurch der Blutfluss zum Gehirn der Blutversorgung des
Abdomens vorgezogen wird (Kiserud et al., 2006). Auch wenn daraus haufig eine
fetale Asymmetrie mit erhdhtem KU/AU-Verhéltnis resultiert, sollte diese unabhangig
von dem dopplersonographischen Flussprofil betrachtet werden.

Beide Definitionen beziehen eine pathologische Dopplersonographie als
Zusatzkriterium ein. Die vorliegende Arbeit arbeitet mit einem erhéhten Rl oberhalb
der 95. P oder einem ARED in der A. umbilicalis als Zusatzkriterium. Die
Dopplersonographie der Aa. uterinae wird in der vorliegenden Arbeit nicht gewichtet.
Fir die DGGG sind die Aa. uterinae von Bedeutung. Welche Pathologie jedoch
nachgewiesen sein muss, ist nicht klar definiert. Ebenso fehlt in den DGGG-Kriterien
eine einheitliche Definition des Oligohydramnions, welches als Zusatzkriterium gilt. Es
wird die Bestimmung mittels SDP empfohlen (Leitlinienprogramm der DGGG, 2016).
Die Arbeitsgruppe um PD Dr. Pecks arbeitet mit einem AFI <6cm als Ausdruck eines
Oligohydramnions. Ein grol3er Vorteil der DGGG-KTriterien ist die Berticksichtigung der
IUGR-Feten oberhalb der 10. P, wohingegen die Zusatzkriterien der vorliegenden
Arbeit weniger Interpretationsspielraum zulassen. Dennoch ist im Hinblick auf die
Ubertragbarkeit eine Anpassung der IUGR-Definition der Arbeitsgruppe an die giiltigen
Leitlinien der DGGG sinnvoll. Um innerhalb des Gesamtprojektes einheitlich zu
arbeiten und die Ergebnisse der verschiedenen Arbeiten in Beziehung setzen zu

kénnen, wurde hierauf jedoch zunachst bewusst verzichtet.

vorliegende Arbeit DGGG 2017
fetales Gewicht Hauptkriterium Hauptkriterium
<10.P fetales Schatzgewicht

49



pranatal gemessen,
postnatal bestatigt

Wachstum Zusatzkriterium Hauptkriterium
Wachstumsabfall/ im Verlauf nicht
Perzentilenflucht von >40 P | perzentilengerecht
innerhalb 4 Wochen

fetale Asymmetrie Zusatzkriterium -
KU/AU-Ratio >95. P
Dopplersonographie | Zusatzkriterium Zusatzkriterium
A. umbilicalis: Rl >95. P A. umbilicalis ODER Aa.
oder ARED uterinae pathologische
Dopplersonographie
Oligohydramnion Zusatzkriterium Zusatzkriterium
AF| <6cm nicht n&her definiert

Tabelle 4: Gegeniberstellung der Definitionskriterien fur eine Intrauterine Wachstumsrestriktion in der
vorliegenden Arbeit und in den Leitlinien der Deutschen Gesellschaft fur Gynékologie und Geburtshilfe
(DGGG: Deutsche Gesellschaft fiir Gynakologie und Geburtshilfe, P: Perzentile, KU/AU: Kopf-zu-
Abdominalumfang-Verhaltnis, A.: Arteria, RI: Resistance Index, ARED: absent or reversed enddiastolic blood flow,
Aa.: Arteriae, AFIl: Amnion Fluid Index)

Probengewinnung

Um die Konzentration fetaler Cholesterolsynthesemetabolite zu bestimmen, wurde
postpartal innerhalb von 15 Minuten vendses Nabelschnurblut abgenommen. Die
Entnahme erfolgte im Zuge der Routineentnahme zur Bestimmung von pH-Wert,
Sauerstoff- sowie Kohlenstoffdioxid-Partialdruck und Sauerstoffkonzentration. Nach
Perkins et al. unterscheiden sich die Konzentrationen der Blutfettwerte Cholesterol,
Triglyceride, LDL- und HDL-Cholesterol im vendsen Nabelschnurblut nicht signifikant
von denen im arteriellen Nabelschnurblut (Perkins, Livesey and Belcher, 1993).
Lutjohann et al. zeigen, dass ebenfalls die Sterole 24S-Hydroxycholesterol und 27-
Hydroxycholesterol ohne signifikanten Unterschied im venésen und arteriellen
Nabelschnurblut vorliegen. 24S-Hydroxycholesterol kommt, &hnlich wie Desmosterol,
bevorzugt im fetalen Gehirn vor, wahrend 27-Hydroxycholesterol, &ahnlich wie
Lanosterol, Dihydrolanosterol und Lathosterol, im gesamten fetalen Korper vertreten
ist (Latjohann et al., 2010). Da die Nabelschnurarterie ein geringes Blutvolumen
aufweist, welches im geburtshilflichen Management bereits zur Bestimmung des
Saure-Basen-Status genutzt wird (‘Betreuung von gesunden reifen Neugeborenen in
der Geburtsklinik. Leitlinie der DGGG, DGKJ, DGPM, dem Deutschen
Hebammenverband und der GNPI’, 2012), entschieden wir uns fur die Verwendung

von vendsem Nabelschnurblut, das zudem ein deutlich héheres Volumen aufweist.
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Probenaufbereitung und -analyse

Um ein mehrfaches Einfrieren und Auftauen zu vermeiden, wurden die Blutproben
innerhalb von 24 Stunden aliquotiert und bei -80°C gelagert. Diese Arbeit wurde von
mehreren Laboranten und Doktoranden nach einem klar definierten Arbeitsprotokoll
ausgefuhrt, sodass die Probenaufbereitung eine hohe Qualitat aufweist.

Um metabolische Synthesewege zu untersuchen, wird typischerweise die
Konzentration des Endprodukts des Pathways bestimmt. Lanosterol dient als Marker
fur den Mevalonsaure-Weg und Desmosterol reprasentiert den Fluss Gber den Bloch-
Pathway. Zur Analyse des Kandutsch-Russell-Pathways wurde Dihydrolanosterol als
Reprasentant des ersten Syntheseschrittes und Lathosterol als vorletztes
Synthesemetabolit bestimmt. Durch die getrennte Bestimmung von Ein- und Ausfluss
des Kandutsch-Russell-Pathways konnte auch untersucht werden, ob ein Ubertritt von
Metaboliten vom Bloch- zum Kandutsch-Russell-Pathway im Sinne eines modifizierten
Kandutsch-Russell-Pathways Einfluss auf die Ergebnisse nimmt.

Im maternalen und fetalen Blut wurden die Konzentrationen von Cholesterol,
Triglyceriden, HDL- und LDL-Cholesterol mittels enzymatisch kolorimetrischem
Testverfahren bestimmt. Die Analyse erfolgte standardisiert im Zuge der Routine-
Untersuchung bei geburtshilflicher Aufnahme in der jeweiligen Klinik und ist hoch
valide. Somit kann ein relevanter Unterschied der Messgenauigkeit aufgrund
verschiedener Testverfahren weitestgehend ausgeschlossen werden.

Die Analyse fetaler Sterole erfolgte ausschlie3lich in der Universitatsklinik Bonn unter
Aufsicht von Professor Litjohann. Die adaquate Kihlung der Kieler Aliquots wahrend
des Transportes wurde mit Hilfe von Trockeneis sichergestellt. Die fetalen
Konzentrationen von TC wurden mittels GC-FID bestimmt, um die Konzentrationen der
Cholesterolsynthesemetabolite in ein Verhaltnis setzen zu kénnen. Diese wurden mit
einer GC-MS im SIM-Modus bestimmt. Ein selektives lonenmonitoring ist moglich, da
das Masse-zu-Ladungs-Verhéltnis der zu detektierenden Stoffe bekannt ist. Im
Hinblick auf die Selektivitat ist dieses Analyseverfahren den Alternativverfahren
Uberlegen, da Signale durch irrelevante Inhaltsstoffe der Probe unterdriickt werden
(Jenden and Cho, 1979). Ein alternatives Analyseverfahren stellt die GC-MS im Full-
Scan-Modus dar. Hierbei werden alle Masse-zu-Ladungs-Verhdaltnisse der Probe
angegeben und somit nicht nur die zu analysierenden Sterole erfasst. Daraus ergibt

sich eine geringere Selektivitdt im Vergleich zur MS-SIM (Harris and Werner, 2014).
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Die GC-MS ist ein spezifisches Verfahren, welches auch bei strukturell &hnlichen
Stoffen eine eindeutige Detektion ermdglicht. Jedoch ist es Uber die Zeit wenig stabil,
sodass die Standardkurven regelmallig angepasst werden mussen, wodurch die
Validitat sinken kann (Mackay et al., 2014). Zudem ist eine Analyse mittels GC-FID
maoglich, sodass sich die Analyseverfahren von TC und Synthesemetaboliten gedeckt
hatten. Diese ist jedoch weniger spezifisch und besonders im Hinblick auf Lanosterol
fehleranfallig. Die Stabilitdt der Untersuchung ist der der GC-MS hingegen Uberlegen
(Mackay et al., 2014). Ein optimales Analyseverfahren wirde der parallele Ablauf von
GC-MS und GC-FID darstellen, da hierbei die Spezifitat der GC-MS mit der Stabilitat
der GC-FID kombiniert wird (Mackay et al., 2014).

Charakteristika der Studienkohorten

Ein Qualitatsmerkmal der vorliegenden Studie ist die klare Abgrenzung von IUGR- zu
SGA-Feten. Diese zeigt sich auch darin, dass sich die Mittelwerte fir maternale Gréf3e
und Gewicht zwischen IUGR und CTRL nicht signifikant unterscheiden. Da die
maternale Grol3e einer der wichtigsten Determinanten des kindlichen Geburtsgewichts
ist (Gardosi, J.; Chang, A.; Kalyan, B.; Sahota, D.; Symonds, 1992), kann dies als ein
indirekter Hinweis dafiir gewertet werden, dass ein pathologisches Ereignis dem
niedrigen Geburtsgewicht zugrunde liegt und somit konstitutionell kleine Feten
weitestgehend ausgeschlossen sind. Andere Parameter, die das fetale Gewicht
maf3geblich beeinflussen, sind durch Gardosi eingehend beschrieben und werden in
den durch ihn entwickelten angepassten Perzentilen berlcksichtigt (Gardosi, J.;
Chang, A.; Kalyan, B.; Sahota, D.; Symonds, 1992). Dies sind insbesondere der
Einfluss von fetalem Geschlecht, maternaler GréRe und Gewicht, ethnischer
Zugehorigkeit und Paritat. Auch nach Anwendung der individualisierten Perzentile
nach Gardosi liegt das Geburtsgewicht weit unter der 10. Perzentile, was unterstreicht,
dass es sich bei der Fallgruppe in dieser Studie um ,echte“ IUGR-Feten handelt.

In einer 1987 von Kramer veréffentlichten Zusammenfassung von 30 Studien tGber den
Zusammenhang von Rauchen wahrend der Schwangerschaft und fetalem
Untergewicht zeigt sich, dass ein maternaler Nikotinkonsum signifikant mit einer
Wachstumsrestriktion assoziiert ist (Kramer, 1987). Aus diesem Grund erfolgte die
Paarung der CTRL- und IUGR-Feten mit dem Ziel, mdglichst geringe Unterschiede im
maternalen Rauchstatus zu verzeichnen. In der vorliegenden Studie besteht daher

kein signifikanter Unterschied zwischen CTRL- und IUGR-Gruppe in Bezug auf den
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maternalen Rauchstatus wahrend der Schwangerschaft. Innerhalb des
Probandenkollektivs konnten demnach normotrophe Feten rauchender Miutter
gefunden werden, die nicht nur im Hinblick auf das fetale Geschlecht, sondern auch
auf die Schwangerschaftswoche bei Geburt mit IUGR-Feten ubereinstimmen. Dies
erklart sich unter anderem Uber die erhdhte Friahgeburtlichkeitsrate durch
Nikotinabusus (lon, 2015). Leider wurde nicht konsequent erfragt, in welcher Phase
der Schwangerschaft Nikotin konsumiert wurde. Es gibt jedoch einen Zusammenhang
zwischen dem Gestationsalter bei Nikotingebrauch und dem fetalen Geburtsgewicht:
Ein Rauchstopp zum Ende des 4. Schwangerschaftsmonats geht mit einem annahernd
normalen Geburtsgewicht einher (Butler, Goldstein and Ross, 1972). Eine Reduktion
des Nikotinkonsums wéahrend der Schwangerschaft fuhrt zu einer Zunahme des
Geburtsgewichtes (Sexton and Hebel, 1984). Die Anzahl der konsumierten Zigaretten
wurde jedoch nicht erfasst. Es besteht die Mdéglichkeit, dass die Probandinnen der
CTRL-Gruppe haufiger den Zigarettenkonsum im Schwangerschaftsverlauf reduziert
oder innerhalb der ersten vier Schwangerschaftsmonate mit dem Rauchen aufgehort
und somit ein normalgewichtiges Kind zur Welt gebracht haben. Auch ein Arterieller
Hypertonus geht vermehrt mit einer Wachstumsrestriktion einher (Ankumah and Sibai,
2017; Panaitescu et al., 2017). In der vorliegenden Studie galt ein Hypertonus als
Ausschlusskriterium fur die CTRL-Kohorte, sodass sich die Pravalenz zwischen den
Studienkohorten definitionsgeschuldet signifikant unterscheidet. Die Rate an
wachstumsrestringierten Feten ist in der ersten Schwangerschaft erhdht (Kramer,
1987). Auch in der vorliegenden Studie hatten Frauen in der ersten Schwangerschaft
ein erhohtes Risiko fir IUGR-Feten.

Die maternalen Cholesterol- und HDL- und LDL-Cholesterolkonzentrationen, welche
mittels kolorimetrischen Enzymtests gemessen wurden, liegen in der CTRL-Gruppe
signifikant hoher. Daraus ergibt sich ein Zusammenhang aus maternalem
Cholesterolangebot und fetalem Wachstum, wie er auch in vorangegangenen Studien
beschrieben wird (Pecks, Brieger, et al., 2012; Pecks, Rath, Kleine-Eggebrecht, et al.,
2016). Dieser Zusammenhang wird in der vorliegenden Studie bewusst nicht
berlicksichtigt, da lediglich die Rolle der fetalen Cholesterolsynthese beleuchtet
werden soll. Die fetalen Blutkonzentrationen der abgebildeten IUGR-Feten liegen fur
Cholesterol um 28,9 %, fur HDL-Cholesterol um 49,5 % und fir LDL-Cholesterol um
31,2 % niedriger als in der CTRL-Gruppe, woraus sich signifikante Unterschiede

ergeben.
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4.2 Diskussion der Ergebnisse

Ziel dieser Arbeit war ein Vergleich fetaler Cholesterolsynthese-Interbolite von IUGR-
Feten mit nicht-wachstumsretardierten Feten. Um die verschiedenen Synthese-
Pathways  getrennt  voneinander  begutachten Zu kénnen, wurden
Cholesterolsynthesemetabolite im vendsen Nabelschnurblut bestimmt. Hierbei dient
Lanosterol, welches als Endprodukt des Mevalonsaure-Pathways entsteht, zur
Beurteilung des ersten, gemeinsamen Abschnitts der Cholesterolsynthese. Aus
Lanosterol entsteht Gber den Bloch-Pathway Desmosterol, sodass dies als Zeichen
der Syntheseproduktivitait des Bloch-Pathways dient. AufRerdem entsteht aus
Lanosterol Uber den Kandutsch-Russell-Pathway zunéchst Dihydrolanosterol und im
Verlauf Lathosterol, sodass mittels dieser beiden Metabolite der Ein- und Ausfluss des

Kandutsch-Russell-Pathways beurteilt werden kann.

Mevalonsaure-Pathway

Bereits die Konzentration von Lanosterol als Ausdruck des Mevalonsaure-Pathways
liegt bei IUGR-Feten um durchschnittlich 31 % niedriger als in der CTRL-Gruppe,
womit auf eine Stérung bereits zu Beginn der Cholesterolsynthese geschlossen
werden kann. Zu diskutieren ist eine reduzierte Leberfunktion als auslésender
Mechanismus. IUGR-Feten mit einem erhdhten PI der A. umbilicalis weisen signifikant
haufiger einen Shunt tGber den Ductus venosus auf, sodass nahrstoffreiches Blut an
der Leber vorbei zum Hirn transportiert wird (Kiserud et al., 2006). Die Leber als
Hauptsyntheseort fiir fetales Cholesterol bleibt daraus resultierend minderentwickelt,
wodurch die Syntheserate sinkt. Dieser Regulationsmechanismus fihrt zu einer
regelrechten Hirnentwicklung, erkennbar an einem reguléaren KU, im Vergleich zu einer
reduzierten Entwicklung des Kérpers, erkennbar an einem reduzierten AU. Jones et al
haben zudem festgestellt, dass in der Leber von IUGR-Feten die Gene fiir die HMG-
CoA-Reduktase und HMG-CoA-Synthetase-1, welche im Mevalonsaure-Pathway
geschwindigkeitsbestimmend sind, herunterreguliert sind (Jones et al., 2019). Auch
dies ist ein Hinweis auf eine Leberfunktionsstérung bei IUGR-Feten, welche zu einer

erniedrigten Cholesterolsyntheserate fihrt.
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Bloch-Pathway

Obwohl die Cholesterolkonzentration bei IUGR-Feten signifikant erniedrigt ist,
unterscheidet sich die Desmosterolkonzentration zwischen den beiden
Studiengruppen nicht. Das Verhéltnis von Cholesterolmetabolit zu TC zeigt die
Aktivitat eines Pathways auf (Olkkonen, Gylling and lkonen, 2017). Das Verhéltnis von
Desmosterol zu TC ist in der IUGR-Gruppe mit 25 % signifikant héher als in der CTRL-
Gruppe, woraus auf eine hohere Aktivitat des Bloch-Pathways oder einen
verminderten Umsatz von Desmosterol zu Cholesterol bei IUGR-Feten geschlossen
werden kann. Im Hinblick auf die reduzierte Aktivitdt der Mevalonsaure- und
Kandutsch-Russell-Pathways, wird in der vorliegenden Arbeit am ehesten von einer
kompensatorisch erhdohten Aktivitdt des Bloch-Pathways ausgegangen. Der Bloch-
Pathway ist wahrend der fetalen Entwicklung besonders im Hirn aktiv (Fumagalli,
1963). Eine erhdhte Aktivitat kann ein Hinweis sein, dass hiertiber die Versorgung des
fetalen Gehirns mit Cholesterol sichergestellt wird. Die Effektivitdt der
kompensatorischen ~ Erhdhung  spiegelt sich in  der ausgeglichenen
Desmosterolkonzentration zwischen den Studiengruppen wider. Dem IUGR-Fetus
gelingt es folglich, trotz der verringerten Zufuhr von Lanosterol die ausreichende
Desmosterolzufuhr zu sichern, um die Hirnentwicklung nicht zu gefahrden. Es zeigt
sich ein ,brain-sparing“, welches in erster Linie mit einer asymmetrischen IUGR
einhergeht (Campbell and Thoms, 1977). Eine symmetrische IUGR lasst sich durch
diesen Mechanismus nicht erklaren. Wie eingangs erwahnt, fanden Mitsche et al
zudem heraus, dass der Bloch-Pathway besonders in Zeiten eines Cholesterol-
Mangels aktiviert wird, welcher bei der IUGR vorliegt (Mitsche et al., 2015). Unsere
Erkenntnisse unterstiitzen diese Hypothese.

Kandutsch-Russell-Pathway

Die fetalen Cholesterolsynthesemetabolite Lathosterol und Dihydrolanosterol sind in
der IUGR-Kohorte in um 30,3 % und 32,1 % erniedrigten Konzentrationen nachweisbar
als in der CTRL-Kohorte. Daraus ergibt sich, dass der Fluss tUber den Kandutsch-
Russell-Pathway bei IUGR-Feten reduziert ist. Die Aktivitdt des Pathways, gemessen
an dem Quotienten von Dihydrolanosterol bzw. Lathosterol zu TC, unterscheidet sich
nicht zwischen den beiden Studiengruppen. Dies lasst auf eine unbeeintrachtigte
Enzymaktivitat schlieRen, sodass ein anderer Mechanismus fur die verminderte

Sterolkonzentration verantwortlich sein muss. Denkbar wéare, dass die reduzierten
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Lanosterolkorper am ehesten dem Bloch-Pathway zugefihrt werden, um die
Hirnentwicklung zu sichern, wodurch der Zufluss des Kandutsch-Russell-Pathways
verringert ist. Interessant wéaren weiterfuhrende Untersuchungen, welche die Aktivitat
der 24-Dehydrocholesterol-Reduktase, welche Lanosterol zu Dihydrolanosterol
umwandelt, bei IUGR-Feten im Vergleich zu CTRL-Feten untersucht.

Mittels Regressionsanalyse lasst sich der Einfluss der Gestationswoche auf die
Sterolkonzentration berechnen. Laut Baardman et al. nimmt der Kandutsch-Russell-
Pathway im Verlauf einer physiologischen Schwangerschaft an Bedeutung zu
(Baardman et al., 2012). In der vorliegenden Studie zeigt sich eine steigende
Dihydrolanosterolkonzentration in der CTRL- und eine weitestgehend konstante
Konzentration in der IUGR-Kohorte. Die Lathosterolkonzentration hingegen zeigt sich
in der CTRL-Gruppe im Verlauf abnehmend, bei IUGR-Feten zunehmend. Es kann
darauf geschlossen werden, dass eine alternative Quelle fur die Lathosterolsynthese
bestehen muss. Dies kann fur das Vorliegen eines modifizierten Kandutsch-Russell-
Pathways im Fetus sprechen (Mitsche et al., 2015). Mitsche et al. vermuten hierbei,
dass bei einer Uberexpression der 24-Dehydrocholesterol-Reduktase Sterole des
Bloch-Pathways durch diese zu Sterolen des Kandutsch-Russel-Pathways
umgewandelt werden, sodass der Fluss Uber den Kandutsch-Russel-Pathway
zunimmt. Eine andere Erklarung ware eine Akkumulation von Lathosterol aufgrund
eines reduzierten Umsatzes zu Cholesterol durch die 7-Dehydrocholesterol-
Reduktase, welche auch fir die Umsetzung von 7-dehydrodesmosterol zu
Desmosterol verantwortlich ist. Aufgrund einer erhéhten Aktivitat des Bloch-Pathways
bei der IUGR ware eine Ausschopfung des Enzyms denkbar, weshalb vermehrt
Lathosterol im Blut anfallt, welches nicht zu Cholesterol umgesetzt wird.

Konfounder/Residuen

Innerhalb der Studiengruppen wurden anhand bekannter Konfounder (Kramer, 1987)
Untergruppen gebildet und verglichen. Dies geschah mit dem Ziel, im Anschluss
mittels Resudialanalysen die Unterschiede zwischen den Konzentrationen der Sterole,
unabhangig von einer Beeinflussung durch Stérfaktoren, darstellen zu kénnen. Fur das
fetale  Geschlecht ergab sich  kein  signifikanter =~ Unterschied  der
Metabolitkonzentrationen innerhalb der Studiengruppen. Die Aktivitat des Bloch-
Pathways liegt sowohl bei weiblichen als auch bei mannlichen IUGR-Feten hoher als

in der entsprechenden CTRL-Subgruppe. Die vorliegenden Ergebnisse lassen keinen
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geschlechtsspezifischen Unterschied der Sterolkonzentration vermuten. Aufgrund der
Erkenntnisse vorangegangener Studien wurde dennoch eine Residualanalyse fur das
fetale Geschlecht durchgefuhrt (Lawlor et al., 2005; Gonzalez-Bulnes et al., 2015;
Fornes et al., 2017).

Hingegen ergibt sich auch in dieser Arbeit ein zu berlcksichtigender Unterschied in
Bezug auf das Gestationsalter bei Entbindung. Die Konzentrationen von Lanosterol
und Lathosterol bei Geburt bis zur 34. SSW liegen bei CTRL-Feten um 65,6 % und
64,2 % hoher als in der IUGR-Kohorte. Die Aktivitat des Mevalonsaure- sowie des
Kandutsch-Russell-Pathways liegen bei IUGR-Feten, die nach der 34. SSW geboren
werden, hoher als bei jenen, die vor der 34. SSW geboren werden. Zwischen den
beiden Studienkohorten zeigt sich kein Unterschied. Die Aktivitat des Bloch-Pathways
liegt in der IUGR-Kohorte sowohl bei Geburt bis zur 34. SSW als auch danach héher
als in der CTRL-Gruppe.

Rauchen gilt als einer der wichtigsten Einflussfaktoren auf das fetale Wachstum
(Figueras et al., 2008), sodass mittels Residualanalyse zunachst ausschlief3lich der
Einfluss von Nikotinkonsum auf die Sterolkonzentrationen herausgerechnet wird.
Dabei zeigt sich, dass die Blutspiegel von TC, Lanosterol, Dihydrolanosterol und
Lathosterol in der CTRL-Kohorte signifikant héher liegen als bei IUGR-Feten. Auch
nach der Residualanalyse bestehen weiterhin signifikant hthere TC-, Lanosterol und
Lathosterolkonzentrationen in der CTRL-Gruppe. Der Unterschied in Bezug auf
Dihydrolanosterol liegt mit p=0,051 minimal Uber dem gesetzten Signifikanzniveau von
p=0,05. Daraus lasst sich schlielBen, dass Residuen besonders den Kandutsch-
Russell-Pathway beeinflussen, wahrend der Fluss tber den Bloch-Pathway bei der
IUGR konstant gehalten werden kann. Abraham et al fassten multiple Arbeiten zur
fetalen Wachstumsrestriktion bei rauchenden Miittern von 1987 bis 2013 zusammen.
Hier zeigte sich, dass im zweiten Trimester der fetale Kopfumfang sowie die fetale
Femurl&nge und im dritten Trimester die fetale Femurlange und das fetale Gewicht bei
Feten rauchender Mutter signifikant reduziert sind (Abraham et al., 2017).

Besonders die beeinflussbaren Faktoren, maternaler BMI und maternaler
Rauchstatus, sollten bei Risiko-Schwangerschaften optimiert werden. So zeigt sich
beispielsweise in der Review von Abraham et al, dass die Feten von Muttern, welche
vor oder zu Beginn der Schwangerschaft das Rauchen aufgaben im Vergleich zu
Feten von Nichtraucher-Muttern, kein signifikant erniedrigtes Wachstum aufweisen.

Insgesamt gibt es bisher leider wenige Arbeiten, welche den Einfluss der wichtigsten
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Konfounder auf die Cholesterolsynthese des Fetus untersuchen. Hier besteht ein

dringender Bedarf an weiterfiihrenden Arbeiten.

4.3 Einschrankungen der Studie

Die vorliegende Studie beleuchtet die fetale Rolle in der Entstehung einer IUGR. Da
eine multifaktorielle Genese anzunehmen ist, kbnnen maternale und plazentare
Parameter betrachtet werden. Im Zuge der Probengewinnung wurden sowohl
maternale Blutproben als auch plazentare Gewebeproben gesammelt, die nicht
Gegenstand der vorliegenden Arbeit waren und in anschlieRenden Studien
ausgewertet werden kdnnen.

Mittels Paarung der IUGR-Feten mit CTRL-Feten anhand des fetalen Geschlechts und
des Gestationsalters bei Entbindung werden unabhangige Einflussfaktoren
ausgeschlossen. Optimalerweise sollten die Kohorten-Paare einzeln verglichen
werden, anstatt Mittelwerte zu bilden. Auch wenn Residual- und Regressionsanalysen
zur Verfigung stehen, sind diese theoretischen Berechnungen anfallig fur Fehler. Es
sollten innerhalb der Paare individuelle Ergebnisse erzielt und auf Ubertragbarkeit
geprift werden.

Da sich die Definition der IUGR in der vorliegenden Studie von der Definition der
aktuellen DGGG-Leitlinien unterscheidet, kann die Ubertragbarkeit der Ergebnisse
eingeschrénkt sein. Dies gilt besonders fur IUGR-Feten mit einem Geburtsgewicht
oberhalb der 10. P, die in der vorliegenden Arbeit nicht in der IUGR-Kohorte abgebildet

werden. Eine Anpassung der Definitionskriterien ist fur folgende Studien sinnvoll.

4.4 Ausblick

Die vorliegende Arbeit bietet eine Grundlage fir Folgestudien, welche die fetale Rolle
in der Pathogenese der IUGR noch ndher betrachten sollten. Die Ergebnisse weisen
darauf hin, dass die erniedrigten Cholesterolspiegel bei IUGR-Feten aufgrund einer
reduzierten fetalen Cholesterolsyntheserate bestehen. Es muss weiterfiihrende
Untersuchungen geben, welche die Unterschiede der Aktivitat von Mevalonsdure-,
Bloch- und Kandutsch-Russell-Pathways zwischen Feten mit asymmetrischer und
symmetrischer IUGR untersuchen. Die vorliegenden Ergebnisse lassen vermuten,
dass eine asymmetrische Form der IUGR, welche den Hauptanteil der Erkrankung
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ausmacht, aufgrund einer bevorzugten Zufuhr des reduzierten Lanosterols zugunsten
des Bloch-Pathways entsteht. Die Genese der reduzierten Cholesterolwerte bei der
symmetrischen Form der IUGR bleibt jedoch nicht endgtiltig geklart.

Aus den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit ergeben sich neue Erkenntnisse in
Bezug auf die Pathogenese der IUGR. Eine asymmetrische IUGR entsteht am ehesten
auf dem Boden einer plazentaren Insuffizienz (Gruenwald, 1966). Diese kann sich
beispielsweise bei einer Praeklampsie entwickeln, bei der es zu Atherosklerose-
ahnlichen Veranderungen der Plazentagefal3en kommt. Neue Therapiekonzepte der
Praeklampsie bringen daher Statine als Cholesterolsenker zum Einsatz (Staff et al.,
2014). Im Hinblick auf die bestehenden Zusammenhange von Praeklampsie und
Plazentainsuffizienz ~ sowie  Plazentainsuffizienz  und  reduzierter  fetaler
Cholesterolsyntheserate, ist dieser Therapieansatz kritisch zu hinterfragen. Eine
Praeklampsie definiert sich durch einen arteriellen Hypertonus in Verbindung mit
einem Endorganschaden, wobei auch eine Plazentainsuffizienz und IUGR als solch
einer gelten. Bei den 22,5 % der IUGR-Mutter in der vorliegenden Studie, die wéahrend
der Schwangerschaft einen Hypertonus aufwiesen, kann demnach eine Praeklampsie
diagnostiziert werden. Daraus ergibt sich die hohe Relevanz dieser kritischen
Hinterfragung. Eine zusatzliche Senkung des maternalen Cholesterolangebots
reduziert das Angebot dem Fetus gegentber und kénnte auf diesem Wege eine
Wachstumsrestriktion verstarken.

Zudem zeigt sich, dass der Kandutsch-Russell-Pathway durch maternales
Rauchverhalten und durch den BMI beeinflusst wird. Es muss geprift werden, ob
durch eine Optimierung der Einflussfaktoren das fetale Wachstum optimiert werden
kann. Der Bloch-Pathway hingegen wird autonom durch den Fetus reguliert und
entgeht daher dem Einfluss von aufRen. Ein regulierendes Eingreifen in den fetalen

Cholesterolsyntheseweg kann einen Therapieansatz fur die IUGR darstellen.
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5. Zusammenfassung

Bei der Intrauterinen Wachstumsrestriktion erreicht der Fetus sein genetisch
vorgegebenes Wachstumspotenzial nicht. Obwohl diese Erkrankung bis zu 8 % der
Schwangerschaften verkompliziert, konnte die Pathogenese bisher nicht endglltig
geklart werden. In vorangegangenen Arbeiten wurden erniedrigte Cholesterolspiegel
im Blut wachstumsrestringierter im Vergleich zu normotrophen Feten festgestellt. Mit
dem Ziel die fetale Rolle in der Entstehung der Intrauterinen Wachstumsrestriktion zu
beleuchten, entstand die vorliegende Arbeit auf dem Boden der Hypothese, dass eine
reduzierte fetale Cholesterolsyntheserate  ursachlich  fur die  niedrige
Cholesterolkonzentration ist.

Zur Prufung der aufgestellten Vermutung wurden die Konzentrationen von
Cholesterolsynthesemetaboliten im vendsen Nabelschnurblut von 40 Kontroll-Feten
mit denen von 40 wachstumsverzogerten Feten verglichen. Dabei dienten Lanosterol
als Reprasentant des Mevalonsaure-Pathways, Dihydrolanosterol und Lathosterol zur
Beurteilung des Kandutsch-Russell-Pathways und Desmosterol als Vertreter des
Bloch-Pathways. Um die Aktivitat der Synthesewege zu beurteilen, wurden die Sterole
in Verhaltnis zu der Gesamtcholesterolkonzentration gesetzt. Zum Ausschluss von
Storfaktoren erfolgten zudem Residualanalysen im Hinblick auf das fetale Geschlecht,
die Schwangerschaftswoche bei Entbindung, den maternalen Body-Mass-Index, die
Paritat und dem maternalen Rauchstatus.

Die Ergebnisse geben einen Hinweis darauf, dass die reduzierten
Cholesterolkonzentrationen bei der Intrauterinen Wachstumsrestriktion aufgrund einer
reduzierten fetalen Cholesterolsyntheserate bestehen. Hierbei sind besonders der
Mevalonsdure- sowie der Kandutsch-Russell-Pathway, welche im gro3ten Ausmall in
der fetalen Leber vertreten sind, in ihrer Aktivitat herabgesetzt. Der Bloch-Pathway
hingegen, welcher wahrend der fetalen Entwicklung besonders im Hirn aktiv ist, ist in
seiner Aktivitat im Vergleich zu normotrophen Feten erhoht. Dies lasst darauf
schliel3en, dass der Fetus bei einem geringen Angebot von Lanosterol, welches
aufgrund einer reduzierten fetalen Leberfunktion bei plazentarer Insuffizienz bestehen
kann, die Zufuhr zugunsten des Bloch-Pathways reguliert. Folglich kann eine
ausreichende Versorgung des Gehirns mit Cholesterol erreicht und die Entstehung

neurologischer Entwicklungsstérungen verringert werden. Im Hinblick auf
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Therapieverfahren, die einen regulierenden Einfluss auf die fetale Cholesterolsynthese

nehmen, sollte es weiterfiihrende Studien geben.
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7. Anhang

7.1 Aufklarung der Probandinnen

Version 1.1
U K Klinik Fiir Gyndkologie und Geburtshilfe
Universitédtsklinikum Schleswig-Holstein
S H Studienprojektleiter: PD Dr. med. Ulrich Pecks
UNIVERSITATSKLINIKUM Arnold-Heller-Stralte 3 (Haus 24). 24105 Kiel
Schleswig-Holstein Tel.: 0431 587-2041, Fax 0431 597-2146

Informationsblatt und Einverstéindniserklirung

fiir wissenschaftliche Untersuchungen an kérpereigenem Material

Titel der Studie:
Das atherogene Potential bei Feten nach Intrauteriner Wachstumsrestriktion,
Praeklampsie und Gestationsdiabetes/ Diabetes mellitus

Sehr geehrte Patientin, Liebe werdende Eltern,

Ein wissenschaftlicher Schwerpunkt unserer Klinik ist die Erforschung der FETALEN
WACHSTUMSRESTRIKTION. Dabei handelt es sich um eine Unterversorgung des ungeborenen
Kindes deren Ursache weitgehend unbekannt ist. In vielen Fallen muss die Schwangerschaft durch
eine vorzeitige Entbindung beendet werden, um schwerwiegende Schaden bis zum Tod des
Kindes abzuwenden. Wachstumsverzégerungen kénnen eigenstandig auftreten oder sich im
Rahmen einer GESTOSE (volkstiimlich , Schwangerschaftsvergiftung”) oder DIABETES
(Zuckerkrankheit) bemerkbar machen.

Um die Ursache der Erkrankung und die Bedeutung fir das Neugeborene besser zu verstehen,
untersuchen wir das Blut aus der Nabelschnur, die Nabelschnur selbst und den Mutterkuchen von
betroffenen und nicht betroffenen Frauen nach der Entbindung. Im Einzelnen sollen Substanzen
(Eiweilke, Fette, Kohlehydrate, Stoffwechselprodukte, Wachstumsfaktoren) in den Proben
untersucht werden, an denen man diese Krankheit besonders gut erkennen kann, so genannte
Krankheitsmarker. Weiter lassen sich Zellen oder auch ganze Gewebesticke in einer Kultur
anlegen, um Einflusse auf die lebende Zelle ermitteln zu kénnen. Normalerweise wird der
Mutterkuchen mit der Nabelschnur nach der Geburt vernichtet. Wir bitten Sie aber nun um die
Erlaubnis, dieses Material in einer Gewebebank tiefgefroren sammeln und aufbewahren zu darfen,
bis es in den verschiedenen Forschungslaboratorien unserer Universitat wissenschaftlich
untersucht wird. Um auch die Entwicklung nach der Entbindung des Kindes abschéatzen zu
koénnen, sind ein bis zwei Blutproben (jeweils bis zu zehn Tropfen) des Neugeborenen innerhalb
von vier Wochen nach der Geburt vorgesehen, die jedoch ausschlieRlich im Rahmen von ohnehin
medizinisch notwendigen Blutabnahmen gewonnen wirden (zum Beispiel der Stoffwechseltest am
dritten Tag). Von der werdenden Mutter benstigen wir ebenfalls ein bis zwei Blutroben (1 Réhrchen
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Version 1.1

U K Klinik Fiir Gynidkologie und Geburtshilfe
Universitdtsklinikum Schleswig-Holstein

s H Studienprojektieiter: PD Dr. med. Ulrich Pecks

UNIVERSITATSELINIEUM Arnold-Heller-Stralle 3 (Haus 24), 24105 Kiel
S(hlegw]'g-Hc]g[ein Tel.: 0431 597-2041, Fax 0431 597-2146

a 10 ml und ggf. ein weiteres im Schwangerschaftsverlauf, falls es nicht zu einer baldigen
Entbindung kommt), um auch hier Einflisse feststellen zu konnen.

Ferner michten wir gerne erfahren, wie es ihrem Nachwuchs im weiteren Verlauf seines Lebens
geht. Hierzu machten wir Sie gerne um Erlaubnis bitten, Sie erneut kontaktieren zu dirfen.

In der geplanten Gewebebank werden die gesammelten Gewebeteile und das Blut fiir alle
wissenschaftlichen Untersuchungen mit einer Codenummer verschliisselt (pseudonymisiert), so
dass |hre persénlichen Daten wie Name, Geburtsdatum, Adresse usw. bei den wissenschaftlichen
Untersuchungen nicht mehr erkennbar sind. Das gesammelte Material geht in den Besitz des
UKSH iiber und bleibt unbefristet verwahrt, um es im Rahmen und zum Zweck der oben
genannten Studie gegebenenfalls for weitere Folgeuntersuchungen nutzen zu kénnen. Dazu
zahlen auch Untersuchungen, die nicht am UKSH durchgefiihrt werden kénnen. Hierzu ist es
notwendig, die Proben pseudonymisiert (also ohne die Weitergabe persdnlicher Daten)
wissenschaftlichen Kooperationspartnern zur Verfilgung zu stellen.

Fiir diese Studie bendtigen wir aufterdem einige Informationen tiber das Neugeborene, wie z. B.
das Gewicht und den allgemeinen Zustand.

Wir méchten Sie darauf aufmerksam machen, dass sie einen personlichen Nutzen aus der
Teilnahme an der Studie nicht ziehen, Sie aber vielleicht anderen Patienten auf diesem Weg in
Zukunft helfen kénnen. Die Teilnahme an dem Forschungsvorhaben beziehungsweise der Studie
ist ganz und gar freiwillig. Sie kdnnen jederzeit und ohne Angabe von Grianden ihr Einverstandnis

zur Teilnahme zurlicknehmen ohne dass lhnen hieraus irgendwelche Nachteile entstehen.

Das Team der Universitatsfrauenklinik dan

Kiel, im Juni 2006 Wi Priy-G5Q5bn. med. Ynickh Pecks

)
Ort, Datum, Unterschrift der verantwortlichen Arzta

(357
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Einwilligungserkldrung zur Teilnahme an dem Forschungsvorhaben

Titel der Studie: Das atherogene Potential bei Feten nach Intrauteriner Wachstumsrestriktion,
Préaeklampsie und Gestationsdiabetes/ Diabetes mellitus

Ich bestatige hiermit, dass ich durch den behandelnden Arzt, Herrn/Frau Dr. ...
mindlich Ober Wesen, Bedeutung, Risiken und Tragweite der beabsichtigten Studie aufgeklart wurde
und fiir meine Enischeidung genligend Bedenkzeit hatte.

Ich habe die Patienteninformation gelesen, ich fihle mich ausreichend informiert und habe verstanden,
worum es geht. Mein Arzt hat mir ausreichend Gelegenheit gegeben, Fragen zu stellen, die alle fir mich
ausreichend beantwortet wurden. Ich hatte genligend Zeit mich zu entscheiden

Meine Einwilligung, an diesem Forschungsvorhaben als Patient bzw. Proband teilzunehmen, erfolgt ganz
und gar freiwillig. lch wurde darauf hingewiesen, dass ich meine Einwilligung jederzeit ohne Angabe von
Grinden widerrufen kann, ohne dass mir dadurch irgendwelche Nachteile fir meine weitere arztliche
Behandlung und medizinische Versorgung entstehen.

Ich habe eine Kopie der Patienteninformation und dieser unterschriebenen Einwilligungserklarung erhalten.

Datenschutzerkldrung:

Ich erkldre mich damit einverstanden, dass die Klinik fiir Gyndkologie und Geburtshilfe wie in der
Information beschrieben

- personenbezogene Daten von mir erhebt und speichert,

- weitere Angaben lber meine Gesundheit aus meinen Krankenunterlagen entnimmt,

- und die Daten gemeinsam mit meinen Biomaterialien pseudonymisiert (das heilit verschllisselt) fiir
das genannte medizinische Forschungsvorhaben nutzt.

Die Biomaterialien (Gewebe der Nabelschnur und des Mutterkuchens sowie Blutproben) und Daten
diirfen unbefristet fiir medizinische Forschungsverhaben verwendet werden. Sie dirfen
pseudonymisiert (also ohne die Nennung persénlicher Daten, wie der Name) an Universititen,
Forschungsinstitute und forschende Unternehmen, ggf. auch im Ausland, zu Zwecken medizinischer
Forschung weitergegeben werden.

Ich habe weiter verstanden, dass in begrenztem Umfang Daten zu meinem Kind nach der Geburt
erhoben werden (Gewicht, Grifle, Geschlecht, allgemeiner Zustand des Kindes). lch bin damit
einverstanden, dass im Rahmen der Studie die personenbezogenen Daten meines Kindes (Name,
Geburtsdatum, Anschrift etc.) und die medizinischen Daten aufgezeichnet und pseudonymisiert (d.h.
ohne Namensnennung verschllisselt) zur Auswertung der Ergebnisse verwendet werden.

Alle im Rahmen der Studie erhobenen Daten werden strikt vertraulich gem3R dem Datenschutz
behandelt. Einer wissenschaftlichen Auswertung der Daten und einer méglichen Verdffentlichung
der vollstindig anonymisierten Ergebnisse stimme ich zu.

Ich bin dariiber aufgeklart worden, dass ich meine Einwilligung gegeniiber der Klinik fiir Gyndkologie
und Geburtshilfe ohne Angabe von Griinden jederzeit widerrufen kann. Beim Widerruf werden auf
mein Verlangen die verbliebenen Biomaterialien und die erhobenen Daten vernichtet bzw. geldscht
oder anonymisiert. Daten aus bereits durchgefilhrten Analysen kénnen nicht mehr entfernt werden.

- Fortsetzung nachste Seite -

("%
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Version 1.1

U K Klinik Fiir Gyndkologie und Geburtshilfe
Universitidtsklinikum Schleswig-Holstein

S H Studienprojektleiter: PD Dr. med. Ulrich Pecks

UNIVERSITATSKLINIKUM Arnold-Heller-Stralte 3 (Haus 24), 24105 Kiel
Schleﬁ“"ig-Ho].g[ejn Tel.: 0431 597-2041, Fax 0431 597-2146

- Fortsetzung Einwilligungserklarung -

Ich willige hiermit ein, als Patient an dem Forschungsvorhaben Das atherogene Potential bei Feten nach
Intrauteriner Wachstumsrestriktion, Praeklampsie und Gestationsdiabetes/ Diabetes mellitus™
teilzunehmen.

Ich bin damit einverstanden, dass mein BlutMutterkuchen/Nabelschnur fir die
Erforschung der oben genannten Krankheit untersucht wird und personliche und Ja Mein
klinische Daten dazu erhoben werden.

Zur Geburt darf im Rahmen der Studie Blut aus der Mabelschnur entnommen werden.
Ja Mein

Meinem Kind dirfen im Rahmen der Routineblutentnahme (z.B. Stoffiwechseltest) bis zu
zwei weiteren Blutproben {je 10 Tropfen) fir die Studie eninommen werden. Ja Nein

Ich bin damit einverstanden, dass die Proben in den Besitz des UKSH Ubergehen und
fir zukdnftige Untersuchungen zu oben genannten Schwangerschaftserkrankungen Ja MNein
aufbewahrt werden.

Falls ich meine Teilnahme widerrufe, dirfen die bis dahin einverstandlich gesammelten
Proben fir die vorgesehenen Untersuchungen genutzt werden. Ja Nein

Ich bin damit einverstanden, dass die Proben pseudonymisiert (also verschlOsselt und
ohne Namensnennung) auch von anderen Forschern fir Untersuchungen, die mit der Ja Nein
Erforschung der oben genannten Krankheit zu tun haben, vervendet werden kénnen.

Ich bin damit einverstanden, dass Daten zu meinem Kind nach der Geburt erhoben
werden (z. B. Geburtsgewicht und allgemeiner Zustand). Ja Mein

Ich bin damit einverstanden, dass im Rahmen der Studie fir Nachfragen und
Informationen zur weiteren Entwicklung meines Kindes Kontakt zu mir aufgenommen Ja Nein
werden darf.

Telefonisch bin ich zu erreichen unter der Nummer:
(nur wann sie die latzte Frage mit Ja° beantwortel haben)

Ort - Datum - Uhrzeit - Mame der Patientin/Eltern in Druckschrift - Unterschrift

Grundsatzlich sind die Unterschrifien beider Sorgeberechtigter notwendig. Liegt nur die Unterschrift eines
Sorgerechtinhabers vor, versichert dieser gleichzeitig, dass dieser im Einverstandnis des anderen handelt
oder das alleinige Sorgerecht besitzt.

Ich habe den Patienten/ die werdenden Eltern mindlich Gber Wesen, Bedeutung, Reichweite und Risiken
des Forschungsvorhabens (der Studie) aufgeklart.

Ort/Datum/Uhrzeit/Name des Arztes in Druckschrift!Unterschrift Arzt
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Version 1.1

U K Klinik Fiir Gyndkologie und Geburtshilfe
Universitdtsklinikum Schleswig-Holstein

s H Studienprojektleiter: PD Dr. med. Ulrich Pecks

UNIVERSITATSKLINIKUM Arnold-Heller-Stralte 3 (Haus 24), 24105 Kiel
Schlesv}ig-Ho]g[ein Tel.: 0431 587-2041, Fax 0431 597-2146

- Fortsetzung Einwilligungserklarung -

Ich willige hiermit ein, als Patient an dem Forschungsvorhaben ,Das atherogene Potential bei Feten nach
Intrauteriner Wachstumsrestriktion, Praeklampsie und Gestationsdiabetes/ Diabetes mellitus”
teilzunehmen.

Ich bin damit einverstanden, dass mein Blut/Mutterkuchen/Nabelschnur fir die
Erforschung der oben genannten Krankheit untersucht wird und persdnliche und Ja MNein
klinische Daten dazu erhoben werden.

Zur Geburt darf im Rahmen der Studie Blut aus der Nabelschnur entnommen werden.
Ja MNein

Meinem Kind ddrfen im Rahmen der Routineblutentnahme (z.B. Stoffwechseltest) bis
zu zwei weiteren Blutproben (je 10 Tropfen) fir die Studie entnommen werden. Ja Nein

lch bin damit einverstanden, dass die Proben in den Besitz des UKSH Obergehen und
fir zukinftige Untersuchungen zu oben genannten Schwangerschafiserkrankungen Ja Nein
aufbewahrt werden

Falls ich meine Teilnahme widerrufe, dirfen die bis dahin einverstandlich gesammelten
Proben fir die vorgesehenen Untersuchungen genutzt werden. Ja MNein

Ich bin damit einverstanden, dass die Proben pseudonymisiert (also verschlisselt und
ohne Namensnennung) auch von anderen Forschern fir Untersuchungen, die mit der Ja MNein
Erforschung der oben genannien Krankheit zu tun haben, verwendet werden kéinnen.

Ich bin damit einverstanden, dass Daten zu meinem Kind nach der Geburt erhoben
werden (z. B. Gebursgewicht und allgemeiner Zustand). Ja MNein

lch bin damit einverstanden, dass im Rahmen der Studie fir Nachfragen und
Informationen zur weiteren Entwicklung meines Kindes Kontakt zu mir aufgenommen Ja MNein
werden darf.

Telefonisch bin ich zu erreichen unter der Nummer:
(Aur wenn sie die latzte Fraga mit ,Ja* beantwortet haben)

Ort = Datum - Uhrzeit - Name der Patientin/Eltern in Druckschrift - Unterschrift

Grundsatzlich sind die Unterschriften beider Sorgeberechtigter notwendig. Liegt nur die Unterschrift eines
Sorgerechtinhabers vor, versichert dieser gleichzeitig, dass dieser im Einverstandnis des anderen handelt
oder das alleinige Sorgerecht besitzt.

Ich habe den Patienten/ die werdenden Eltern mindlich Gber Wesen, Bedeutung, Reichweite und Risiken
des Forschungsvorhabens (der Studie) aufgeklart.

Ort/Datum/Uhrzeit/Mame des Arztes in Druckschrift/Unterschrift Arzt
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Datum:

Patientenkennnummer,
MName: Diagnose(n):
Geb-Datum:
Kennnummer Klinikum:
(Etikette)
Gruppenzuordnung:
Anamnese:
FA: , ET: . FrilhUS am: mit S5L: mm
O Z.n. HELLP O Z.n. Prieklampsie O Zn. IUGR
{bitie Jahreszahl mit angeben)
___gravida ___para; Ethnische Gruppe: Gréke: cm, Gewicht: kgfvor S5: kg
Nikotin: Zigid _______ bis zur S5W: aktuelle Medikation:
Nikotinwor 58: ____ Zig/ddber _____ Jahre=____ py
praexistente Hypertonie Onein DOja RDS-Prophylaxe: O nein O ja, am
praexistenter Diabetes melitus Onein DOja Diabetes Typ 17  Diabetes Typ 27
andere (z&. Swhwechsel, Herz, Niere, Leber?)
Familienanamn. positiv fir Herzerkr. O nein O Ja Wer? Was? (RR, ML, Stroke) mit wie viel tahren?
Familienanamn. positiv fir Diabetes. OO nein [l )a wWer? wWas? (Typ 1, Tyn2)  mit wie viel Jahren?
RR: RR ! bei zweimaliger Messung im Abstand von 4 Stunden (hichster Wert)
24-h-RR mittel ! mmHg Tagesmitiel RR ! mmHg
24-h-RR max I mmHg Nachtmittel RR I mmHg
Z.Ztp. der Messung behandelt mit:
Urin: Dip-5Stick Protein:. OO0 DO+ O#+ 0O +++; 24-h-5U Protein: mg/d, mg, Vol mil
OGTT: nichtem: mg% / 1h mg% / 2h mg%
Fetometrie: Datum: , Symmetrie: AU: mm, KU: , FL: ; AR cm
geschatztes Gewicht: g Bemerkungen:
Aa. uterina -Doppler: Datum: RIli: Notch Onein Oja; Rlre: Notch O nein O ja
Fetale Zirkulation: Datum: Rl A umbilicalis: _______ ARED O neinOja; brain sparing: O nein O ja
Bemerkungen:
postpartal
Entbindung: in der S5W, am . Geburtsmodus: O spontan 0O Sectio O Eilige-/MNotsectio
fetales Outcoma: Gewicht g, O Lebendgeburt O Todgeburt O postpartal verstorben
Fehlbildung: O mannlich O weiblich
APGAR: /[ .pH:______;Bemerkungen:
Wochenbettverlauf: RR: ! mmHg
Material:
Tehutier | Nabelschnurihit | Habebchrur | Flazenta
Senm Flasma Urin Serum Plasma Krya Farafin Wit Hrya Farafin Kuir
DatumiZeit:
Standard: Ia | nen [ Ja [Ren| Ja | Hein [ Ja | Mein [ Ja [ Hein | la | Hein [ Ja [Hen| = | Nein [ Ja | Mein [ Ja [Hein | Ja | Nen

Bemerkung: wenn Standard nicht erfdlit -» Abweschungen wom Standard heer notieren;
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7.2 Ethikvotum
7.2.1 Ethikvotum Christian-Albrechts-Universitat zu Kiel

MEDIZINISCHE FAKULTAT
DER CHRISTIAN-ALBRECHTS-UNIVERSITAT ZU KIEL

ETHIK-KOMMISSION

Inkersitits-Kedarkinik - Schwhnenwag 20 - 33108 Kia

pD Dr. med U‘nch Ped(s A alier-Strafe 3/ Maus 8
Klinik fur Gynakologie und Geburtshilfe R
UKSH Campus Kiel el v oo
Arnold-Heller-Str. 3, Haus 24 koo il 99
24105 Kiel
vawr - 21, Dezember 2015
AZ.: B 315/15 (bitte stets angeben)
Studienplan
Gesamtprojekt: Das atherogene Potential bei Feten nach Intrauteriner Wach-
stumsrestriktion, Praeklampsie und Gestationsdiabetes/ Diabe-
tes mellitus

Anschreiben vom 15, Oktober 2015; Basisformular fiir einen Ethikantrag
vom 15. Oktober 2015; Checkliste; Profplan des Gesamtprojekts vom 01,
Juni 2011 mit Datenerhebungsbogen; Informationsblatt und Einverstand-
niserklarung fur wissenschaftliche Untersuchungen an korpereigenem Ma-
terial fur Patienten/ Eltern (Gesamitprojekt); Einwilligungserkidrung zur Teil-
nahme an dem Forschungsvorhaben Patient/ Eltern/ Sorgeberechtigter);
Prufplan des Tellprojektes;

Voten der Ethik-Kommission an der Medizinischen Fakultat der RWTH
Aachen vom 19.07.2011 und 04.12.2014

Studienplan

Teilprojekt: Cholesterin-Efflux-Mechanismen und ihre Auswirkung auf an-
giogenetische Signalwege bei der fetalen Wachstumsrestriktion

Studienleiter und

Antragsteller: PD Dr. Ulrich Pecks, Klinik fiir Gyndkologie und Geburtshilfe,
UKSH Campus Kiel

In Kooperation mit: Dr. Meike Bendiks, Neonatologische Abteilung Kinderklinik,
UKSH Campus Kiel

Antrag vom: 15. Oktober 2015

Uberarbeitung vom: 17. Dezember 2015
Stellungnahme vom 17.12.2015 mit geandertem informationsbiatt und
Enwilligungserklarung Version 1.1

Sehr geehrter Herr Kollege Pecks,

wir bestatigen den Eingang des obengenannten Antrages zur Beratung gemaR § 15 Berufs-
ordnung (BO) der Arztekammer Schleswig-Holstein.

Nach Durchsicht der Unterlagen durch die Geschaftsstelle und durch mich als Vorsitzenden
der Ethik-Kommission bestehen nunmehr gegen die Durchfilhrung der Studie keine berufs-
ethischen und berufsrechtlichen Bedenken.

Die im Folgenden aufgefiihrten Hinweise miissen beachtet werden:

1. Es wird darauf hingewiesen, dass kunftige Anderungen der Studie der Ethik-Kommission
anzuzeigen sind und gegebenenfalls eine erneute Beratung erforderlich machen.
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2. Die ethische und rechtliche Verantwortung fir die Durchfiihrung dieser Studie verbleibt
beim Studienleiter und den an der Studie teilnehmenden Arzten.

3. Die Ethik-Kommission weist darauf hin, dass fiir eventuell in Zukunft weitere teilnehmende
Zentren eine berufsrechtliche Beratung bei der jeweils fiir sie zustandigen Ethik-Kommission
erforderlich ist.

4. GemaR Deklaration von Helsinki muss die Studie vor Beginn der Rekrutierung in einer
offentlich zugénglichen Datenbank registriert werden. Wir empfehlen die Registrierung im
Deutschen Register fir Klinische Studien (www.drks.de.).

5. GemaR Deklaration von Helsinki muss der Ethik-Kommission nach Studienende ein Ab-
schlussbericht vorgelegt werden, der eine Zusammenfassung der Ergebnisse und Schluss-
folgerungen der Studie enthalt.

Wir wiinschen Ihnen fir die Durchfiihrung der Studie viel Erfolg.

Mit freundlichen kollegialen GriiRen

“Dr. med. H.m&_m ' Dr. med. Christine Glinicke
orsitzender der Ethik-Kommission Geschéftsfubirung der Ethik-Kommission
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7.2.2 Ethikvotum Rheinisch-Westfalische Technische Hochschule Aachen

ETHIK-KOMMISSION AN DER MEDIZINISCHEN FAKULTAT
DER RHEINISCH-WESTFALISCHEN TECHNISCHEN HOCHSCHULE AACHEN
Pauwelsstr. 30, 52074 Aachen - Tel. 0241-80 89 963 — FAX 0241-80 82 012
E-Mail: ekaachen@ukaachen.de

Ethik-K ission an der Medizinischen Fakultit
der RWTH Aachen — Pauwelsstr. 30 — D - 52074 Aachen
Herrn Aachen, den 19.07.2011

Dr. med. Ulrich Pecks
Frauenklinik fiir Gynakologie und Geburtshilfe
im Hause

nachrichtlich an:
Herrn Prof. Dr. med. N. Maass, Direktor der Frauenklinik fiir Gynikologie und

Geburtshilfe, im Hause

Schmal/nl

Betreff:

EudraCT-Nr.: -

Protokoll-Nr: B

Titel: »Das atherogene Potential bei Feten nach Intrauteriner
Wachstumsrestriktion, Praeklampsie und
Gestationsdiabetes/ Diabetes mellitus.”

Sponsor: -

Antragsteller: Dr. med. Ulrich Pecks, Frauenklinik fiir Gynikologie und
Geburtshilfe, Universitidtsklinikum der RWTH Aachen,
Pauwelsstrafle 30, 52074 Aachen

LKP:

Lokaler Hauptpriifer: Dr. med. Ulrich Pecks, s.o.
Internes Aktenzeichen: EK 154/11

Hier: Anschreiben zum Votum

Sehr geehrter Herr Dr. Pecks,

Sie haben bezitiglich der o. g. Studie um eine Beratung durch die Ethik-Kommission an
der hiesigen Medizinischen Fakultit der RWTH Aachen gebeten.

Als Anlage iibersende ich Thnen das Votum mit der Bitte um Kenntnisnahme.

Fiir das Forschungsvorhaben wiinschen wir Thnen viel Erfolg.

Mit freundlichen Griifien

~
Prof. Dr. med. G. Schmalzing
Vorsitzender

Anlage

1

Tel.: Prof. Dr. G. Schmalzing, Vorsitzender: +49 241 80 89 087; Dr. P. Prével, Geschitftsfiihrerin: +49 241 80 89 963,
Fax +49 241 80 82 012; E-mail:ekaachen@ukaachen,de, Homepage: www ethikkommission.ukaachen.de



ETHIK-KOMMISSION AN DER MEDIZINISCHEN FAKULTAT
DER RHEINISCH-WESTFALISCHEN TECHNISCHEN HOCHSCHULE AACHEN
Pauwelsstr. 30, 52074 Aachen - Tel. 0241-80 89 963 — FAX 0241-80 82 012
E-Mail: ekaachen@ukaachen.de

VOTUM

zu dem Forschungsantrag

EudraCT-Nr.: -

Protokoll-Nr: -

Titel: »Das atherogene Potential bei Feten nach Intrauteriner
Wachstumsrestriktion, Praeklampsie und
Gestationsdiabetes/ Diabetes mellitus.”

Sponsor: -

Antragsteller: Dr. med. Ulrich Pecks, Frauenklinik fiir Gyniikologie und
Geburtshilfe, Universitatsklinikum der RWTH Aachen,
Pauwelsstrafie 30, 52074 Aachen

LKP: -

Lokaler Hauptpriifer: Dr. med. Ulrich Pecks, s.0.

Internes Aktenzeichen: EK 154/11

vom 01.06.11 und vom 19.07.2011, eingegangen bei der Ethik-Kommission am 21.06.11
und am 19.07.2011 mit folgenden Unterlagen:

- Anschreiben vom 01.06.2011

- Checkliste

- Antragsformular

- Priifplan vom 01.06.2011

- Datenerhebungsbogen

- Patienteninformation

B Einwilligungserklarung

- Lebenslauf von Dr, med Ulrich Pecks

- Zertifikat Priifarzt Dr. med Ulrich Pecks
- Lebenslauf von Dr. med Nele Freerksen

Der Antrag wurde unter Beteiligung von Herrn Professor Dr. med. G. Schmalzing als
Vorsitzenden und den Mitgliedern Proffs. Dr. U. Biill, Dr. G. Jakse, Dr. R. Osieka sowie
Kanzler a.D. Kefler, Dr. G. Souvignier beraten und wie folgt bewertet:

Gegen das Forschungsvorhaben sind aus ethischer und berufsrechtlicher Sicht keine
Bedenken zu erheben.

Die Bewertung ist fiir folgende Priiferin/Priifer und Priifstelle giiltig:

1

Tel.: Prof, Dr. G. Schmalzing, Vorsitzender: +49 241 80 89 087; Dr. P. Prével, Geschiftsfithrerin: +49 241 80 89 963,
Fax +49 241 80 82 012; E-mail:ekaachen@ukaachen.de, Homepage: wwi.cthikkommission ukaachen.de
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Ethik-Kommission an der Medizinischen Fakultit der RWTH Aachen
EK 154/11

Priifstelle:
¢ Frauenklinik fiir Gynikologie und Geburtshilfe, Universititsklinikum der
RWTH Aachen, Pauwelsstrafie 30, 52074 Aachen

Priifer:
e Dr. med. Ulrich Pecks
e Dr. med. Nele Freerksen

Fiir dieses Votum gelten die nachfolgenden Auflagen und Empfehlungen (von deren
Erfillung die Wirksamkeit der positiven Bewertung abhangt):

1. Auflagen:

a. Die Ethik-Kommission bittet darum, Mitteilungen tiber schwerwiegende und
unerwartete unerwiinschte Ereignisse, die wahrend der Studie auftreten und
welche die Sicherheit der Studienteilnehmer oder die Durchfiithrung der Studie
beeintrachtigen kénnten, zu tibersenden, mit einer Stellungnahme, ob sich damit
die Nutzen/Risiko-Relation des Forschungsvorhabens verandert hat.

b. Ethisch relevante Anderungen im Priifplan und in der Phase der Umsetzung
sind der Kommission mitzuteilen; gednderte Passagen sollten deutlich kenntlich
gemacht werden.

c. Der Antragsteller hat sicherzustellen, dass die Akten und Unterlagen nach dem
Abschluss des Vorhabens in seinem derzeitigen Arbeitsbereich verwahrt und
ordnungsgemaf} verwaltet werden.

d. Die Ethik-Kommission empfiehlt den Abschluss einer
Probandenversicherung/Wegeunfallversicherung, der Versicherungsschein
sollte vor Studienbeginn eingereicht werden.

2. Hinweise:

a. Es wird darauf hingewiesen, dass unabhingig vom Beratungsergebnis der Ethik-
Kommission die ethische und rechtliche Verantwortung fiir die Durchfiihrung
einer klinischen Priifung beim Leiter der klinischen Priifung und auch bei allen
an der Priifung teilnehmenden Arzten liegt.

b. Die Ethik-Kommission sollte vom Ergebnis der Studie unterrichtet werden.

2

Tel.: Prof. Dr. G. Schmalzing, Vorsitzender: +49 241 80 89 087; Dr. P. Prével, Geschiftsfithrerin: +49 241 80 89 963,
Fax +49 241 80 82 012; E-mail:ekaachen@ukaachen.de, Homepage: www.ethikkommission. chen.de
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Ethik-Kommission an der Medizinischen Fakultit der RWTH Aachen
EK 154/11

Im Falle einer Publikation der Ergebnisse kénnte auch ein Sonderdruck
eingereicht werden.

Aachen, den 19.07.2011

Prof. Dr. med. G. Schmalzing Y
Vorsitzender

Die Ethik-Kommission ist nach Landesrecht konstituiert und bei den zustindigen
Landesbehérden, beim Bundesamt fiir Arzneimittel (BfArM) sowie beim Bundesamt fiir
Strahlenschutz (BfS) registriert. Sie berdt unabhingig nach den Regeln des
Weltidrztebundes in der Deklaration von Helsinki tiber Forschung am Menschen in der
Fassung von 1996 in Somerset West, nach nationalen Gesetzen, Vorschriften und der
ICH-GCP-Leitlinie in der jeweils giiltigen Fassung (siehe Homepage der Ethik-
Kommission unter www.ethikkommission.ukaachen.de).

3

Tel.: Prof. Dr. G. Schmalzing, Vorsitzender: +49 241 80 89 087; Dr. P. Prével, Geschaftsfiihrerin: +49 241 80 89 963,
Fax +49 241 80 82 012; E-mail:ekaachen@ukaachen de, Homepage: www.ethikkommission.ukaachen.de
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7.3 Publikationen

Pecks et al. Lipids in Health and Disease {2019) 1&185
https://doi.org/10.1186/512944-019-1117-1 LipidS in Health and Disease

RESEARCH Open Access

Estimating fetal cholesterol synthesis rates m@
by cord blood analysis in intrauterine o
growth restriction and normally grown

fetuses

Ulrich Pecks' '@, Verena Bornemann', Anika Klein', Laura Segger', Nicolai Maass', Ibrahim Alkatout’,
Christel Eckmann-Scholz', Mohamed Elessawy' and Dieter Litjohann?

Abstract

Background: Cholesterol is an essential component in human development. In fetuses affected by intrauterine
growth restriction (IUGR), fetal blood cholesterol levels are low. Whether this is the result of a reduced
materno-fetal cholesterol transport, or due to low fetal de novo synthesis rates, remains a matter of debate.
By analyzing cholesteral interbolites and plant sterols we aimed at deeper insights into transplacental
cholesterol transport and fetal cholesterol handling in IUGR with potential targets for future therapy. We
hypothesized that placental insufficiency results in a diminished cholesterol supply to the fetus.

Methods: Venous umbilical cord sera were sampled post-partum from fetuses delivered between 24 weeks of
gestation and at full term. IUGR fetuses were matched to 49 adequate-for-age delivered preterm and term neonates
(CTRL) according to gestational age at delivery. Cholesterol was measured by gas chromatography-flame ionization
detection using 5a-cholestane as internal standard. Cholesterol precursors and synthesis markers, such as lanosterol,
lathosterol, and desmosterol, the absorption markers, Sa-cholestanol and plant sterols, such as campesteral and
sitosterol, as well as enzymatically oxidized cholesterol metabolites (oxysterols), such as 245- or 27-hydroxycholesterol,
were analyzed by gas chromatography-mass spectrometry, using epicoprostanol as internal standard for the non-
cholesterol stercls and deuterium labeled oxystercls for 245- and 27-hydroxycholesterol.

Results: Mean cholestercl levels were 25% lower in IUGR compared with CTRL (p < 0.0001). Lanosterol and
lathasteral to cholesterol ratios were similar in IUGR and CTRL. In relation to cholesteral mean, desmasterol,
245-hydroxycholesterol, and 27-hydroxycholesterol levels were higher by 30.0, 39.1 and 60.7%, respectively, in
IUGR compared to CTRL (p < 0.0001). Equally, Sa-cholestanol, campesterol, and (-sitostercl to cholesterol ratios
were higher in IUGR than in CTRL (17.2%, p < 0.004; 33.5%, p < 0.002; 29.3%, p < 0.021).

Conclusions: Cholesterol deficiency in IUGR is the result of diminished fetal de novo synthesis rates rather
than diminished maternal supply. However, increased oxysterol- and phytosterol to cholesterol ratios suggest
a lower sterol elimination rate. This is likely caused by a restricted hepatobiliary function. Understanding the
fetal cholesterol metabolism is important, not only for neonatal nutrition, but also for the development of
strategies to reduce the known risk of future cardiovascular diseases in the IUGR fetus.

Keywords: IUGR, FGR, Fetal growth rates, Fetal nutrition, Placental sterol transfer rates

* Comespondence: Ulrich Pecks@uksh.de
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Background

Intrauterine growth restriction (IUGR) is a condition
where the fetus does not reach its genetically determined
growth potential [1, 2]. Affecting approximately 3-8% of
all pregnancies it is a major cause of fetal mortality and
maorbidity; it is also generally considered an independent
risk factor for the development of cardiovascular diseases
(CVD) later in life [3-6]. Although its pathogenesis re-
mains enigmatic, factors, such as disturbed blood perfu-
sion of the placenta with events of hypoxia-reperfusion
injury, increased oxidative stress, accumulation of oxidized
LDL, atherogenic changes, and placental damage, have
been suggested to play key roles in its etiology [7-9]. Con-
sequently, the resulting “placental insufficiency” leads to
fetal malnutrition. One component that is believed to play
a decisive role in cellular growth and functionality - and in
fetal development - is cholesterol. Cholesterol is the most
important sterol in humans and, besides its function in
membrane fluidity, it is also a precursor of bile acids and
steroid hormones [10-14].

Various enzymatic defects at different stages of choles-
terol biosynthesis have been reported and are linked to
abnormal fetal development. The most common inborn
error of cholesterol synthesis is the Smith-Lemli-Opitz
syndrome (SLOS), a 7-dehydrocholesterol-A7-reductase
deficiency. Clinically, patients frequently present with
structural abnormalities of the brain, the skeleton and
the skin, underlining the important role of cholesterol in
fetal development [15, 16].

In IUGR, cholesterol concentration in fetal blood is low
[17-23]. In particular, the high-density lipoprotein (HDL)
fraction, which is the main cholesterol acceptor and dom-
inant lipoprotein in the fetus, is diminished by about 50%
when compared to appropriately grown fetuses [17]. The
cause (maternal, fetal, or placental origin) of the low fetal
cholesterol concentration in IUGR is still a matter of de-
bate. In general, the fetus synthesizes most of its choles-
terol de novo, although it has been estimated that 20-50%
of the fetal cholesterol originates from the mother and is
transferred through the placenta by distinctive transport
pathways [11, 16, 24, 25|. At the fetal side, cholesterol is
released from the placenta to circulating acceptors, such
as apolipoproteins, and native HDL particles [26]. The hy-
pothesis of a relevant transplacental transport of choles-
terol from the mother to the fetus is supported by the
analysis of plant sterols. As plant sterols cannot be synthe-
sized in humans, their blood concentration is dependent
on ingestion or, in case of the fetus, solely on the amount
transported from the mother through the placenta. Plant
sterols use the same transport mechanisms as cholesterol
and can be detected in relevant concentrations in amniotic
fluid and umbilical cord blood [11, 27].

In this study, we measured biochemical markers of
cholesterol biosynthesis, lanosterol, lathosterol, and
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desmosterol, in venous umbilical cord sera of IUGR
and normally grown fetuses. We also determined 5o-
cholestanol and the most prominent plant sterols,
campesterol and B-sitosterol levels, assuming these to
be valid markers to estimate materno-fetal cholesterol
transport. Finally, we estimated oxysterol concentra-
tions as a means of cholesterol catabolism.

We hypothesized that a diminished fetal cholesterol
concentration is caused by a reduced maternal choles-
terol supply as a consequence of placental insufficiency
and disturbed transport pathways through the placenta.

Methods

Biomaterial for this case control study was sampled pro-
spectively at the University Hospital of the RWTH Aa-
chen, Germany. Patients were included between March
2008 and March 2012. Prior to the study, a power ana-
lysis was performed. Calculating the minimum required
sample size on the basis of the fetal HDL cholesterol
concentration, choosing a power (1-f-error) of 80% and
a level of significance (a-error) below 0.05 for each
group, IUGR and control group (CTRL), at least five pa-
tients had to be included in each group.

Clinical data were recorded at inclusion and following
delivery. Gestational age was calculated by the last men-
strual period and verified by first trimester scan docu-
mentation. Fetal cord blood was sampled immediately
after birth and processed as described [17].

IUGR was diagnosed antenatally, as recently described,
and defined in accordance with the guidelines of the
American College of Obstetricians and Gynecologists
and the German guidelines on IUGR [1, 2, 17] as an esti-
mated fetal weight < 10th percentile, in addition to at
least one of the following criteria: (1) deceleration of
fetal growth rate > 40th percentile, (2) elevated resistance
index in umbilical artery Doppler sonography above the
95th percentile, (3) head-to-abdominal circumference ra-
tio > 95th percentile or (4) amniotic fluid index < 6cm.
Of the IUGR cases, 13 were additionally complicated by
preeclampsia as defined by the ISSHP criteria [28]. IUGR
was subgrouped into early-onset IUGR (detection and
delivery before 34 weeks of gestation) and late-onset
IUGR (detection and delivery at 34 weeks of gestation or
later). Fetal and neonatal birth weight centiles were de-
termined according to the population-based newborn
weight charts [29]. Additionally, customized centiles
were calculated by use of the online platform www.ges-
tation.net (Gardosi |, Francis A. Customised weight cen-
tile calculator. GROWTH V6.7.6.11 (DE}).

A total of 299 patients giving birth at our University
Hospital were enrolled during the study period. Of
those, we identified 49 IUGR cases with sufficient serum
volume to be used further for the scheduled investiga-
tion. Thirty-six of the IUGR fetuses needed mandatory
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preterm delivery before 37 weeks of gestation (WOG).
The IUGR cases were matched with CTRL as closely as
possible for maternal age, gestational age, fetal gender,
betamethasone administration, maternal smoking habits,
and maternal body mass index (BMI). Neonatal weight
in the CTRL group was within the 10th and 90th per-
centiles. Thirty-two of the 49 CTRL fetuses were born
preterm before 37 WOG for various reasons (including
premature rupture of the membrane, spontaneous onset
of labor, and vaginal bleeding). None of the CTRL
mothers suffered from hypertension or preeclampsia.
Exclusion criteria were defined as multiple gestation,
fetal anomalies, abnormal fetal karyotype, patients with
clinical or biochemical signs of infection, positive toxoplas-
maosis, rubella, cytomegalovirus, herpes simplex, and HIV
(TORCH) screening results, maternal diabetes mellitus/
gestational diabetes or other severe maternal metabolic dis-
orders, and the patient’s withdrawal from the study. Sam-
ple storage times and conditions were equal for all groups.

Blood sampling, serum generation, and storage of
aliquots

Blood samples (up to 4.9 mL each) were taken postnatally
from a double-clamped umbilical cord vein using Monov-
ette syringes (Serum 4.9 mL Monovette; Sarstedt, Niim-
brecht, Germany). After incubation at room temperature
for 15-30 min, samples were centrifuged at 2000 g for 15
min. Serum was aliquoted and stored at — 80°C.

Basic serum lipid profiling

Analysis of serum triglycerides (TG}, total cholesterol
(TC), LDL- and HDL cholesterol was performed by col-
orimetric enzymatic methods using an automated photo-
metric measuring unit (Roche/Hitachi Maodular P800;
Roche Diagnostics, Basel, Switzerland) as described [17].

Cholesterol, non-cholesterol sterols and oxysterols
measurements

After thawing, butylated hydroxytoluene as radical scav-
enger (antioxidant) and 5a-cholestane, epicoprostanol,
and deuterium labelled oxysterols were added as internal
standards for the quantification of targets, respectively,
to 100 pL. of plasma. After alkaline hydrolysis, the free
sterols and oxysterols were extracted using cyclohexane
and silylated to their corresponding (di)} trimethylsilyl
ethers prior to gas chromatographic (GC) separation.
Cholesterol was determined by flame-ionization detec-
tion (FID), the non-cholesterol sterols and oxysterols by
selected-ion monitoring mass spectrometry (MS-SIM) as
previously described in detail [30-32].

Statistics
nQuery Advisor 7.0 (Janet D. Elashoff (2007), CA, USA)
was used for sample size calculation. Data analysis was
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conducted using the Prism Version 6.0e Software
(GraphPad Software Inc, CA, USA). Clinical data are
presented as means £95% CI or percentages. Analytical
variables are expressed as median + 95% CIL A two-tailed
Mann-Whitney test was conducted to compare the
metric variables of the two groups. Values were adjusted
for potential confounders (maternal age, BMI, parity,
smoking status, weeks of gestation at delivery, and fetal
stress response (umbilical artery pH)) by residual calcu-
lation. Subgroup analysis was performed using the
Kruskal-Wallis test followed by Dunn's comparison for
multiple testing. Fisher's exact test was used for categor-
ical data. Correlations were analyzed by Spearman’s cor-
relation coefficient. Values of p < 0.05 were regarded as
significant.

Results

Study population and basic lipid profile

Maternal and neonatal characteristics are summarized in
Table 1. Gestational age at inclusion into the study, ges-
tational age at delivery, mode of delivery, and neonatal
gender were kept similar. Maternal age, pre-pregnancy
BMI, and smoking status during pregnancy differed
slightly, but were not significant between the study
groups, while we found a significant proportion of pa-
tients in the CTRL group to be multiparous compared
to the IUGR group. None of the CTRL group and 27%
in the IUGR group were hypertensive during pregnancy.
Neonatal birth weight, birth weight centiles, and umbil-
ical artery pH were lower in the IUGR group than in the
CTRL group. In the IUGR group, mean fetal TC and
HDL cholesterol concentrations were 28 and 48% lower
than in the CTRL group (Table 1).

Cholesterol

Cholesterol concentrations measured by GC-FID were
virtually identical to those measured with the automated
photometric measuring unit Modular P800 (p =0.9371,
p<0.0001). Cholesterol concentration in the CTRL
group decreases with ongoing gestational age at birth
(p=-0451; p=0001). This was not observed in the
IUGR group (p=-0.14% p=0306) (Fig. la). When
cholesterol concentrations were related to birth weights
((cholesterol (mmol/L)) / (birth weight (g)})), no signifi-
cant difference was detected between IUGR and CTRL
fetuses in all gestational weeks at birth (Fig. 1b). Assum-
ing that the fetal serum cholesterol concentration
(mmeol/L) mirrors fetal tissue cholesterol content
(mmol/kg), the fetal body accumulates twice as much
cholesterol during intrauterine development (calculated
as cholesterol (mmol/L) * birth weight (kg)) in CTRL as
in [UGR (Fig. 1c).
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Table 1 Maternal and neonatal clinical characteristics and lipid concentrations

CTRL {rr = 49) IUGR (= 49) p-

Mean or % 55% C Mean or % 555 €1 value
Maternal age Lyl 20 (30.4-33.6) 296 127.7-316) 0065
Maternal height i) 1.66 11.64-168) 165 11.64-167) DA54
Maternal weight b. p. (k) 63.7 (B0T-66.8) 648 (63.8-738) 0085
Maternal BMI b. p. (key/rm2) 232 (22.1-24.3) 250 123.4-26.6) 0063
Maternal smoking status (%) 245 36.7 0192
Maternal primiparity (%} 327 674 0.000
Maternal gystalic BP {rmHg) nr {114-1200 129 {123-135) 0.000
Maternal diastolic BF {rmmHg) 67 (6465 76 (7279 0.000
Maternal hypertension [,01] a0 26.6 0278
Maternal WOG at inclusion fwl 334 (32.1-347) 26 (31.4-338) 0360
Delivery WG [w) 339 (32.7-35.1) 336 (32.4-347) 0705
Delivery mode: cesarean (%) 816 g 0792
MNeonatal gender 1% fernala) 502 571 0BT
MNeonatal birth weight [{+] 2246 (2000-2492) 1478 11295-1661) 0.000
Meonatal birth weight centile 433 (375-48.7) 43 (34-50) 0.000
Meonatal customized weight centile 47 (3424932} o8 (02-1.4) 0.000
Meonatal umbilical artery pH 733 (732-735) 727 (723-730) 0.000
MNeonatal 5 mir APGAR value 92 (8.9-9.5) 859 {85-93) 0186
Storage time at - 80°C Ly} 532 (5.08-5.56) 4,08 (4.68-5.27) 0076
MNeonatal LOL cholesteral {rrvg/dl) 3n (25-34) 20 (16-24) 0.002
Meonatal HOL chalesteral {rmg/dL) A (29-33) 16 14-18) 0.000
Meonatal total cholesteral {rgdll) 71 (B6-771 52 4757 0.000
Meonatal triglycerides {rmg/dL) 21 (18-25) 46 {37-54) 0.000

Significant p-values are in bold

Cholesterol synthesis

In IUGR, absolute lanosterol and lathosterol concentra-
tions were 35 and 33% lower than in CTRL (Table 2).
Adjustment for potential confounders had no major in-
fluence on the significance. The lanosterol/TC and
lathosterol/TC ratios did not differ significantly (Table 3).
We found no significant difference in mean desmosterol
concentrations between both study groups (Table 2), al-
though in the IUGR group, the desmosterol/TC ratio
was 30% higher than in the CTRL group (Table 3). Find-
ings were similar for the two subgroups, early onset and
late onset IUGR (Fig. 2), but we failed to provide signifi-
cance for desmosterol/TC ratio in the late onset IUGR
group compared to their gestational age matched CTRL
group (data not shown).

Oxysterols
No significant differences were found in absolute 245-OH-

cholesterol (245-OHC) and 27-OHC levels in IUGR com-
pared to CTRL (Table 2). Adjustment for potential con-
founders had no major influence on significance. Hence,
245-OHC/TC ratio and 27-OHC/TC ratio were increased

by 39 and 61%, respectively, indicating an increased choles-
terol turnover (Table 3). Findings were similar in the early
and the late onset subgroups of IUGR (Fig. 3).

Plant sterols

No significant differences were found in absolute campes-
terol and B-sitosterol levels, while in the IUGR group, 5a-
cholestanol levels were in the mean 13% lower than in the
CTRL group (Table 2). Adjustment for potential con-
founders had no major influence on significance. Ratios of
campesterol, B-sitosterol, and So-cholestanol to TC were
increased by 34, 39, and 17%, respectively (Table 3). How-
ever, this could not be confirmed when separately analyz-
ing data in the late onset subgroup of IUGR (Fig. 4).

Discussion

Several studies, including our own, have reported dimin-
ished fetal cholesterol concentrations in IUGR [17-23].
Characterizing umbilical cord blood sterol profiles in IUGR
and normally grown fetuses we aimed at a deeper under-
standing of cholesterol metabolism during fetal develop-
ment and impaired fetal growth. To estimate the
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Fig. 1 a Regression lines along with 95% confidence intervals and individual spots of fetal total cholesterol concentrations (Y-axis) depending on
gestational age at delivery (¥-axis) are displayed separately for ILGR and CTRL fetuses. Note that blood cholesterol concentrations in IUGR fetuses are lower
espedally early and before 34 weeks of gestation when comgared 1o CTRL as indicated by the non-overlapping 5% confidence intervals. CTRL: Y =
247650 4+ 1614, B = 02196, P=00007. IUGR ¥ = 08135%K + B5.1, R = 00274, P= 02556, b Ragression lines and individual spats of wal cholesterol
concentrations related to neanatal birth weightts and depending on gestational age at delivery are displayed separately for IUGR and CTRL fetuses on a
loganithmic ardinal scale. Note that fetal cholesteral concentration adusted to fetal weight in bath study groups are similar; both decrease significanthy
with orgaing gestational age. CTRL ¥ = -0.1723%K + 6.988, & = 06143, p < 00001, IUGE: ¥ = -0.1883*X + 7643, B = 05226, p < 0.0001. ¢ Regressian lines of
assurned fetal body cholesteral acoumulation as cakeulated by blood cholesterol concentration multiplied with birth weight and refated 1o weeks of
gestation at defivery ane displayed separately for IUGR and CTRL fetuses. CTRL: Y = 02656°X - 4715, A* = 05709, p < 0.0007; IUGR: Y= 0.1955%K - 4386, ¥ =
05214, p = 00001 Adjusted for gestational age, the dermand on dholestenal appears to be twice 2 high in CTAL compared 1o ILGR fetuses (p < 00001}

contribution of maternal cholesterol to the fetal cholesterol
pool, we measured plant sterol concentrations such as j-
sitosterol. Plant sterols cannot be synthesized de novo in
humans. Their concentration levels in the circulation are
dependent on nutritional intake, and, in the case of the
fetus, maternal provision. At term, concentration levels of
plant sterols in umbilical cord blood are 40-50% of the ma-
ternal levels [27]. Consequently, placental insufficiency and
disturbed placental transport processes should result in
lower fetal plant sterol concentrations. By contrast to this
assumption, plant sterol to cholesterol ratios were indeed

higher in IUGR than in CTRL fetuses, especially in those
born preterm, suggesting an unrestricted transplacental
sterol transport and a general substantial maternal contri-
bution to the fetal cholesterol pool independent of placen-
tal insufficiency. High plant sterol to cholesterol ratios can,
however, also be explained by lower hepato-biliary elimin-
ation rates of the phytosterols. The liver is the main organ
regulating body cholesterol homeostasis. The synthesis of
cholesterol starts with the mevalonate pathway by the for-
mation of acetyl CoA, which is then converted to 3-
hydraxy-3-methylglutaryl CoA (HMG-CoA) and further to

Table 2 Total stercl concentrations in umbilical cord wein of IUGR and CTRL neonates

Total concentration CTRL {1 =49} IWGHR (r=49) pvalue adj. p-

Median 95% (I Median 955 CI value
Chalesterol (GEMS) mmaol/L 1.90800 (1.75800-1.95900) 1.44600 (1.28500-1.61000) = 0.0001 = 0.0001
Lathosteral prmolfL 434600 (387600-4.65100) 297500 (2.67200-3.24700) = 0.0001 0.0009
Dibwdra-lanosteral prmolfL 001248 (001009-0.01462) 000805 (00652-0.071101) 0.0019 0.0040
Desmastercl prmolfL 220600 (1.98800-2 50300) 213100 (1 2.01400-2.25800) 03145 08708
Lanasteral pmelL 0.24760 (031850-0.41090) 023700 (0.21380-D.27620) = 0.0001 0.0001
240H chalesteral pmelL 0.14230 (001 2250-0.15540) 014870 (0.13130-0.16870) 05355 0LE430
270H cholesteral pmolL 0.06026 (D05529-006517) 006440 (005743-0.07782) 032345 03nno
Besitosteral pmolL 0.78870 (061960-0.54940) 066460 (0.56740-0.82710) 032451 03916
Campesteral prmolfL 0.73540 (063070-0.82030) 62460 (0.56650-0.76840) 05196 03462
Sa-chalestanol prmolfL 106000 (10.15000-11.75000) 972100 (9 13700-10.47000) 0.0061 0.0159
Stigmasteral pmelL 0.13850 (011 3220-0.16650) 011290 (0. 10060-0.14100) 0.0011 0.0060
Brassicasteral pmolL 0.08338 (D07519-0.10950) 008332 (00711 2-0.10850) 09605 03350
Significant p-values are in bold
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Table 3 Ratios of specific sterol to cholesterol concentrations in umbilical cord vein of IUGR and CTRL neonates

CTRL {n = 49) IUGR (= 49) pvalue
Steral o TC ratia pmolfmmal *10exp3 Median 95% (1 Median 95% I
Lathosteral/ TC Ratia 2183 (2.048-2523) 2081 (1.894-2.276) 02952
Ditwdro-lanosteral/TC Ratia 0.006 (0.005-0.008) 0006 (0.005-0.008) 06267
Diesrmastercl/TC Ratia 1.156 (1.080-1259) 1532 (1.395-1.586) < 0.0001
Lanasteral/ TC Ratia o.a7 10.167-0208) 0175 (0. 145-0.206) Q1795
240H chalbesteral/TC Ratia 0075 (0.065-01084) 0108 (091-0123) = 00001
270H chalbesteral/TC Ratia 0033 (0.030-00035) 0047 (00430050 = 00001
Bsitosteral/TC Ratia 0420 (0354-0481) 0478 (0-418-0558) 00210
Campesteral/TC Ratia 0387 (0360-0429) 0489 (0.437-0.56% 0.0002
Sa-chalestanal/TC Ratia 5990 15 426-6.489) 6924 [6.515-7.175) 0.0004
Stigmasteral/TC Ratia 0075 (0.069-00085) 00E2 (07000094 01585
Brassicasteral/TC Ratia 0045 (0.040-00053) 0059 [0055-00066) 0.0001

Significant p-values are in bold

mevalonate, squalene and finally, lanosterol. Lanosterol can
be processed to cholesterol through an enzyme-mediated
19-step process following the Kandutsch-Russell pathway
through lathosterol and 7-dehydrocholesterol. In  the
present study, low circulating lanosterol and lathosterol
concentrations together with balanced cholesterol ratios
suggest an unaffected enzymatic capacity of the
Kandutsch-Russell pathway in IUGR. Hence, reduced
lanosterol concentration in IUGR is most probably caused
by lower enzymatic activity prior to the mevalonate path-
way, or by a decrease in nutritional supply or energy

provision to the fetal liver. Indeed, in IUGR, a reduced pla-
cental oxygen uptake and glucose transfer forces the fetus
to increase shunting through the ductus venosus bypassing
the liver to maintain nutritional supply to the heart and the
brain [33, 34]. This so-called “brain-sparing-effect” results
in a reduced hepatic volume [35-37|, declining hepatic
glycogen stores, and fetal hypoglycemia, and affects main-
tenance of fetal oxidative metabolism [20, 34, 38]. As a re-
sult, diminished synthesis of acetyl-CoA in the fetal liver
and, subsequently, reduced mevalonate and lanosterol
production can be expected.
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Interestingly, and in contrast to lathosterol, the des-
maosterol to cholesterol ratios in our study were higher
in the IUGR than in the CTRL group. Desmosterol is
synthesized from lanosterol via zymosterol. A high ratio
suggests either increased synthesis rates or reduced con-
version to cholesterol via the 3p-hydroxysterol-A24-re-
ductase (DHCR24), the final enzymatic step of the Bloch

pathway, an alternative pathway of cholesterol synthesis
[30]. The Bloch pathway is particularly activated in the
fetal brain and desmosterol transiently represents up to
30% of total brain sterols during intrauterine develop-
ment [24, 39]. Desmosterol might cross from fetal brain
into the body circulation either via an incomplete blood-
brain barrier (BBB), or via to date unknown pathways,
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e.g. potential re-conversion of brain-driven 245-OHC to
desmosterol. While the latter enzymatic step is theoret-
ically possible, a specific enzyme has yet to be described.
However, the presence of cholesterol transport mole-
cules in the BBB suggests a potential flux of sterols from
the brain into the body circulation [40, 41]. This is par-
ticularly important since fetal brain cholesterol homeo-
stasis must be tightly regulated, separately from the body
cholesterol homeostasis for beneficial neurodevelop-
ment. Almost all inborn errors of cholesteral synthesis
are associated with central neural system malformations
or neuro-developmental disorders [15, 42]. In line with
desmosterol, 245-0OHC to cholesterol ratios were evenly
high in the IUGR fetuses in our study. 245-OHC is a
cholesterol metabolite almost exclusively produced in
the brain that crosses the BBB to protect from choles-
terol overload [43, 44]. In light of the “brain-sparing-ef-
fect”, this finding of desmosterol and 245-OHC suggests
conserved brain cholesterol turnover rates in IUGR fe-
tuses independent of body cholesterol synthesis to guar-
antee uneventful neurodevelopment.

Since cholesterol and its metabolites are catabolized in
the fetal liver by bile acid formation higher 245-OHC/
TC ratios (and also 27-OHC/TC ratios) in IUGR fetuses
may also be explained by reduced elimination rates. In-
deed, studies on liver function of IUGR fetuses suggest a
reduced hepatic activity with lower alanine aminotrans-
ferase synthesis rates [45], and higher bile acids concen-
trations in cord blood of the IUGR fetuses as compared
to controls [46] that persists in childhood [47].

These persisting metabolic alterations in IUGR neo-
nates as well as increased plant sterol concentrations are
in concert with the known observation that being small
for gestational age is a risk factor for CVD later in life.
High plasma plant sterol levels have been frequently as-
sociated with CVD [48]. Campesterol/cholesterol and si-
tosterol/cholesterol ratios, e.g., have been demonstrated
to be independent predictors of CVD [49]. Mechanistic-
ally, plant sterols promote production of proinflamma-
tory cytokines, influence ABC transporter expression,
and inhibit cholesterol efflux from macrophages [50). In-
deed, we recently demonstrated a lower cholesterol ef-
flux from [*H]-cholesterol-loaded macrophages when
treated with serum from IUGR compared to CTRL fe-
tuses [51] possibly contributing to early atherosclerotic
changes of the fetal vascular walls.

The present study has certain limitations. IUGR fe-
tuses often have to be delivered preterm, and gestational
age is one of the main factors affecting cord blood com-
position [17]. Hence, the study groups need to be con-
trolled for this issue. However, preterm birth per se is a
pathological condition and we cannot exclude that cord
blood parameters within the CTRL group are biased by
factors that may lead to spontaneous onset of preterm
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labor. Moreover, differences in the treatment regimens
between the IUGR and the CTRL mothers may have an
influence on maternal and/or fetal metabolism. For ex-
ample, mothers with spontaneous onset of preterm labor
or preterm premature rupture of membranes receive an-
tibiotics and tocelytic agents, while IUGR mothers do
not. Stress also influences lipid parameters, and fetal dis-
tress is a common medical indication for delivery in pa-
tients with [IUGR. We also do not have data on
nutritional intake of patients, which may influence plant
sterol concentrations.

Strength of this study is its well characterized patient
cohort and antenatal diagnosis and clear definition of
“IUGR". The use of GC methods resulted in a highly
specific assessment of the sterols of interest, avoiding
the frequently observed cross-reactivity that occurs with
conventional antibody-based measurement techniques.

Conclusion

We here provide evidence that in [UGR fetuses, the fetal
de novo cholesterol synthesis rate rather than the
materno-fetal cholesterol transfer is low. Our data sug-
gest that reduced energy provision forces the IUGR fetus
to downregulate hepatic de novo cholesterol synthesis,
yet this seems to be rather adaptive and well balanced to
meet fetal growth rates. Additionally, reduced hepatic
function causes lower elimination rates of sterols and
cholesterol end-products. This observation is particularly
important, since cholestasis is a well-described complica-
tion in extremely low birth weight neonates [52] that
could progress to liver failure [53] and may affect hep-
atic drug metabolism [54]. Our study supports the idea
that specific therapeutic regimes need to be considered
in neonates born [UGR, especially in the setting of neo-
natal intensive care management. This applies to drug
administration, but also to parenteral nutrition of the
neonate with plant sterol containing soybean oil-based
lipid emulsions.
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