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Das Anwendungsspektrum der organischen Nitrate, z. B. Glyceroltrinitrat (GTN) und
Pentaerithrityltetranitrat (PETN) kennt man aufgrund ihrer hervorragenden
Vasoreaktivitidt bisher hauptsdchlich aus dem kardiologischen Bereich. Durch ihre
vasodilatatorische Wirkung erzielt man eine bessere Perfusion und somit eine
giinstigere Sauerstoffversorgung. Diese gefaBBreaktiven Wirkungen macht man sich auch
in der Geburtshilfe zu Nutze. Erste Literaturhinweise findet man schon 1882 zur
Uterusrelaxation bei Plazentaretention. Leesetal. haben 1994 erstmals den
erfolgreichen therapeutischen Einsatz von Glyceroltrinitrat zur Wehenhemmung beim
Menschen beschrieben (Lees et al. 1994, Schleuliner 2002).

Friihgeburtlichkeit ~und  hypertensive  Schwangerschaftserkrankungen  (z. B.
Praeklampsie) und/oder intrauterine Wachstumsrestriktionen machen den gréfiten Teil
der Risikoschwangerschaften aus. Eine adidquate uteroplazentare und fetoplazentare
Blutversorgung ist essentiell fiir eine normale intrauterine Entwicklung. Hier spielt
Stickstoffmonoxid (NO) hinsichtlich der Regulation des plazentaren GefaBwiderstandes
eine wichtige Rolle (Lyall et al. 1995, Lyall et al. 1996, Poston 1997).

Wihrend organische Nitrate z. B. bereits in Form von Glyceroltrinitrat-Pflastern in der
Geburtshilfe zum Einsatz kommen, konnte auch PETN auf Grund seines
Wirkungsspektrums und der besseren Vertrdglichkeit eine weitere Option bei der
Behandlung schwerwiegender Schwangerschaftserkrankungen darstellen. Bisher ist
wenig iliber die Beeinflussung des plazentaren Stoffwechsels wihrend der Applikation
von PETN in der Schwangerschaft bekannt. Deshalb war das Ziel der vorliegenden
Arbeit, mit Hilfe des ex vivo Modells der zweiseitigen rezirkulierenden
Plazentaperfusion den Einfluss von PETN auf verschiedene Stoffwechselparameter der
humanen Plazenta zu untersuchen.

Dazu wurde die von Schneider und Huch entwickelte Technik der zweiseitigen
rezirkulierenden humanen Plazentaperfusion verwendet (Schneider and Huch 1985). Im
Rahmen dieser Arbeit wurden insgesamt 15 einzelne Perfusionsversuche durchgefiihrt,
wobei 6 dieser Versuche als Kontrollperfusionen ohne PETN als Bezugsbasis dienten
und 9 Perfusionen unter Zusatz von PETN (700 pg/ml) im Modellsystem durchgefiihrt
wurden. Um die Effekte des Pharmakons auf den uteroplazentaren Stoffwechsel
beurteilen zu konnen, wurden im Verlauf der mehrstiindigen Perfusionsexperimente
Glukoseverbrauch, Laktatbildung, f-HCG-Synthese, Sauerstoffverbrauch/ -transfer, der

fetale arterielle Perfusionsdruck sowie exemplarisch flir einen Versuch der
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transplazentare Transfer von PETN und seinen Metaboliten in das fetale Kompartiment

bestimmt.

PETN hatte in den vorliegenden Experimenten keinen signifikanten Einfluss auf den
Metabolismus des zweiseitig perfundierten Plazentakotyledons bei vierstiindiger
Exposition mit dem Pharmakon. Die dabei untersuchten Parameter Glukoseverbrauch,
Laktatproduktion, B-HCG-Synthese sowie der Sauerstoffverbrauch/ -transfer erfuhren
keine signifikanten Verdnderungen im gemessenen Zeitraum. Die unverdnderte
Stoffwechselleistung unter Zusatz von PETN im Perfusionsversuch im Vergleich zu den
durchgefiihrten Kontrollperfusionen lieferte keine Hinweise dafiir, dass PETN die
untersuchten Stoffwechselparameter der reifen, humanen Plazenta beeinflusst. Es
konnte jedoch auch keine Verbesserung der Sauerstoffversorgung auf fetaler Seite der
Plazenta nachgewiesen werden.

Wihrend der bis zu sechsstiindigen Perfusionsversuche wurde im fetalen GefaB3bett
auch nach Zugabe von PETN ein relativ konstanter Perfusionsdruck beobachtet. Die
erwartete Drucksenkung im fetalen Gefdllsystem der Plazenta konnte im Vergleich zu
den Arbeiten mit Glyceroltrinitrat bzw. beim therapeutischen Einsatz des PETN im
kardiologischen Bereich nicht erzielt werden. Eine mogliche Ursache hierfiir liegt in der
Versuchsfiihrung ohne eine gezielte Kontraktion der GefdBe vor Applikation von
PETN. Dies kann nur in weiterfiihrenden Experimenten untersucht werden.

Die durchgefiihrten ex vivo Perfusionsexperimente an isolierten Plazentakotyledonen
lieferten keinen Hinweis darauf, dass PETN den Stoffwechsel der reifen, humanen
Plazenta nachteilig beeinflusst. Die zweiseitige rezirkulierende  humane
Plazentaperfusion kann Anhaltspunkte fiir metabolische Verdnderungen im humanen
Modell liefern. Fiir eine abschlieBende Gefahrdungsbeurteilung insbesondere in der
Schwangerschaft und fiir den sich entwickelnden Fetus sind weiterfiihrende
Untersuchungen notwendig. Damit bleibt PETN eine interessante Alternative zu den
bereits in der Geburtshilfe verwendeten organischen Nitraten, die auf Grund ihrer
Nebenwirkungen und der Toleranzentwicklung nur eingeschréankt zum Einsatz kommen

konnen.



Einleitung 4

1 Einleitung




Einleitung 5

Bisher galt die Aufmerksamkeit der organischen Nitrate in der Geburtshilfe
hauptsédchlich der Tokolyse. Schon 1882 wurde organisches Nitrat zur Uterusrelaxation
bei Plazentaretention eingesetzt. Lees et al. haben 1994 erstmals den erfolgreichen
therapeutischen Einsatz von Glyceroltrinitrat zur Wehenhemmung beim Menschen
beschrieben (Lees et al. 1994, Schleufiner 2002).

Organische Nitrate sind Prodrugs, die durch bestimmte Zellen im Organismus, wie
Endothel- und glatte GefdBmuskelzellen, eine Freisetzung der eigentlichen
Wirksubstanz dem radikalischen Stickstoffmonoxid (\NO) bewirken. Freigesetztes *NO
ist ein lipophiles, sehr reaktives Gas, welches leicht Zellwidnde und Gewebe permeiert
und somit rasch am Ort der Wirkung auftritt. Seine Hauptwirkung konzentriert sich auf
die Relaxation von Arterien und Venen. Dabei stellt NO den Hauptregulator der
Vasomotorik dar, z. B. an den Koronararterien.

NO ist eine extrem kurzlebige Substanz und muss pharmakologisch in Form von
NO-Donoren gegeben werden. Die wichtigsten Substanzen hierbei sind Glyceroltrinitrat
(GTN, "Nitroglycerin"), Isosorbiddinitrat (ISDN), Isosorbidmononitrat (ISMN) und
S-Nitrosoglutathion (GSNO). Natrium-Nitroprussid ist als Notfallmedikament zur
akuten Blutdrucksenkung bekannt. Nach den Untersuchungen von Beinder et al. ist die
transdermale Verabreichung von NO-Donoren eine Methode, die geringe
Auswirkungen auf den Blutdruck der Patientinnen mit Praeklampsie hat und die fetale
Versorgung verbessert. Zurzeit werden prospektiv randomisierte Studien zur Therapie
der Praeklampsie mit NO-Donoren durchgefiihrt. Der Einsatz von NO-Donoren
auBerhalb von Studien ist bisher jedoch nicht empfohlen (Beinder und Mohaupt 1999).
Ein weiteres Beispiel fiir einen exogenen NO-Donor stellt das Pentaerithrityltetranitrat
(PETN) dar. Es ist ein Langzeitnitrat und entfaltet sich daher entsprechend den
vasodilatatorischen Wirkungen, z. B. zur Behandlung ischamischer
Durchblutungsstorungen des Herzens.

Organische Nitrate und PETN als exogene NO-Liberatoren entfalten ihre Aktivitét
besonders dort, wo sie in hoherer Konzentration lokal freigesetzt werden, vorwiegend
bei groferen koronaren Leitungs- und Widerstandsgefilen und Venen. Erhohte
Wirksamkeit beobachtet man auch bei endogenem *NO-Mangel durch geschédigtes
GefiBlendothel, z. B. bei Ischdmie und Atherosklerose.

Auch im Bereich der Mikrozirkulation hat sich gezeigt, dass neben den
vasodilatatorischen Effekten auch eine Beeinflussung der Blutviskositdt herbeigefiihrt

wird (Folkow and Mellander 1964). Diese trdgt ebenfalls zu einer verbesserten



Einleitung 6

Perfusion bei. Im Endstrombereich der GefdBle wird somit der Blutfluss gefordert und
die Sauerstoffsituation begiinstigt.

Diese Prinzipien nutzt man heute hauptsichlich in der Kardiologie zur Anfallskupierung
bei Angina pectoris. NO als Akuttherapeutikum eingesetzt, kann aufgrund seiner
starken Permeabilitit schnell am Ort des Geschehens wirken, aber auch zur
Langzeitbehandlung bei Koronarer Herzkrankheit oder endothelialer Dysfunktion
eingesetzt werden.

In der Geburtshilfe findet die spasmolytische Wirkung der Nitrate Anwendung. So
werden sie zum Beispiel zur Wehenhemmung bei vorzeitigen Wehen im Verlauf der
Schwangerschaft oder zur Notfalltokolyse eingesetzt. Neben der Frithgeburt
machen  hypertensive  Schwangerschaftserkrankungen  und/oder  intrauterine
Wachstumsrestriktionen den grofiten Teil der Risikoschwangerschaften aus. Je nach
Definition, geografischen und ethnischen Bedingungen betrdgt ihr Anteil 5-20% aller
Schwangerschaften. Drei Millionen Schwangere erkranken jédhrlich, 80.000 sterben an
den Folgen einer hypertensiven Schwangerschaftserkrankung (Zygmunt et al. 2002).
Adiquate uteroplazentare und fetoplazentare Blutversorgung sind essentiell fiir eine
normale intrauterine Entwicklung. Die NO-Produktion spielt hinsichtlich der Regulation
des plazentaren Gefdwiderstandes eine wichtige Rolle fiir die fetoplazentare Einheit.
Diese Mechanismen konnen bei Komplikationen in der Schwangerschaft, wie
intrauterine Wachstumsretardierung und Préeklampsie, gestort sein (Lyall et al. 1996,

Lyall et al. 1995, Poston 1997).

Wihrend der Schwangerschaft kommt es mit steigendem Gestationsalter physiologisch
zu einer Abnahme des Widerstandes im uterinen Geféaf3bett. Die tieferen Radialarterien
und die oberflachlichen Spiralarterien werden dilatiert, um den vergrof3erten Blutbedarf
des Fetus zu decken. Eine verminderte oder fehlende Adaptation der Gefdfle wird bei
verschiedenen Schwangerschaftskomplikationen beobachtet.

Als pathogenetisches Grundprinzip der Praeklampsie gilt die inaddquate Umwandlung
der Spiralarterien durch eine unzureichende endovaskuldre Trophoblasteninvasion
(Brosens et al. 1972). Im weiteren Verlauf werden die Spiralarterien durch Aggregation
von Thrombozyten mit Fibrin und fettgefiillten Makrophagen obstruiert. Es entsteht

eine nekrotisierende Ldsion mit Schaumzellinfiltraten (Beck 1992).
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Abbildung 1.1:  Plazentagefife in der normalen Schwangerschaft und bei Prieklampsie
(Diedrich 1999)

Wahrscheinlich kommt es infolge dessen zu einer gesteigerten Lipidperoxidation mit
Freisetzung von Sauerstoffradikalen ohne adidquate Gegenregulation durch das
Antioxidantiensystem. Der oxidative Stress flihrt einerseits zur Inaktivierung von NO
als Vasodilatator, andererseits fiihrt die erhohte plazentare Produktion von
Lipidperoxiden und/oder TNF-a zu einer Leukozytenaktivierung, oxidativem Stress in
der maternalen Zirkulation und schlieBlich zur Endotheldysfunktion (Walker 1998).

Der inadéquaten Trophoblasteninvasion folgt eine generalisierte Endotheldysfunktion,
welche die Grundlage fiir die klinischen Symptome der Prieklampsie (Hypertonus,
Odeme, Proteinurie) darstellt. Die Endotheldysfunktion fiihrt lokal zu einer Stérung des
Gleichgewichts zwischen vasodilatatorischen, antiaggregatorischen Substanzen
einerseits und vasokonstriktorischen, aggregatorischen Substanzen andererseits.
Dadurch werden der Vasotonus und das Gleichgewicht zwischen Gerinnung und
Fibrinolyse beeinflusst. Dies betrifft die verminderte Produktion von Prostacyclin bei
gleichzeitig gesteigerter Synthese von Thromboxan All sowie die vermehrte Produktion
des vasokonstriktorisch wirkenden Endothelin-1 gegeniiber der wahrscheinlich
verminderten Synthese von NO als stirksten endogenen Vasodilatator. Die
Vasokonstriktion im peripheren GefdB3system fiihrt zur Hypertonie, die verminderte
Organperfusion zu Odemen (Miiller et al. 1998).

Die wichtigsten Funktionen von endothelial gebildetem Stickstoffmonoxid (NO) sind
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GefidBdilatation und Hemmung der Thrombozytenaggregation. Studien versuchen
derzeit zu ergriinden, ob NO zur Therapie oder eventuell zur Prophylaxe der
Praeklampsie eingesetzt werden konnte (Beinder und Mohaupt 1999).

Die bisher aufgefiihrten Studien sind richtungsweisend fiir einen neuen therapeutischen
Ansatz bei der Behandlung von Praeklampsie und intrauteriner Wachstumsretardierung
mittels exogener Zufuhr von NO-Donoren zur Verbesserung der uteroplazentaren

Perfusion.

1.1 Physiologisches NO

Das duBlerst kurzlebige (Halbwertszeit von 10-12 Sekunden), gasformige NO-Radikal
ist der natiirliche, korpereigene Vasodilatator. Schon erhohte Scherkrifte in einem zu
eng gestellten Blutgefd3 stimulieren die durch eine endotheliale NO-Synthase (eNOS)
katalysierte Biosynthese von NO aus L-Arginin (s. Abb. 1.2).

Die Oxidation von Arginin zu Citrullin und NO l4uft in zwei Monooxygenase-Schritten
ab. Beim ersten Schritt handelt es sich um eine Zweielektronen-Oxidation von
L-Arginin, beim zweiten um eine Dreielektronen-Oxidation des Zwischenproduktes
NG-Hydroxy-L-Arginin. Beide Schritte werden von der NOS katalysiert, deren
Tertidrstruktur in eine Oxygenase-Domidne und eine Reduktase-Doméne aufgeteilt

werden kann (Mayer und Hemmens 1997).

NADPH 0.5 NADPH
Argininefﬁ N -Hydroxy-arginine ﬁ' Citrulline + NO
0, H,0 0, H,0

Abbildung 1.2: NO-Synthese (Alderton et al. 2001)

Neben der endothelialen NO-Synthase (eNOS) gibt es noch zwei weitere Isoformen der
NO-Synthase, die induzierbare (iNOS) und die neuronale Form (nNOS). Die neuronale
NO-Synthase (nNOS) findet man im zentralen und peripheren Nervensystem. Dort
reguliert sie die synaptische Transmission, den Blutdruck und die Darmmotilitét.
Weiterhin steuert die nNOS die Erektilitit der ménnlichen und weiblichen
Schwellkorper (Block et al. 1998, Busse 2000, Chakder et al. 1997).

Aber auch in den Reproduktionsorganen spielt NO eine wichtige Rolle. So findet man

die induzierbare iNOS im Myometrium, in den Driisenzellen des Endometriums, im
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Zervixgewebe, im maternalen dezidualen Gewebe der Plazenta sowie im
Zytotrophoblasten, Syncytiotrophoblasten und in GefiBlen der Chorionplatte
(Ramsay et al. 1996, Tschuggel et al. 1999a, Tschuggel et al. 1999b, Yoshiki et al.
2000). Die Funktion der iNOS basiert auf der Induktion durch Zytokine wie
Tumornekrosefaktor o (TNF a), Interleukin-1o (IL-1a), Interferon-y (INF-y) oder dem
bakteriellen Endotoxin Lipopolysaccharid (LPS) (Chwalisz and Garfield 1998). Wird
die iNOS induziert, produziert sie 1000fach hohere Mengen an NO als die eNOS und
nNOS. Derart hohe Konzentrationen wirken zytotoxisch gegen Parasiten, Bakterien,
Viren und bewirken Apoptose bei Tumorzellen.

Nicht nur bei immunologischen Vorgéingen spielt NO eine bedeutsame Rolle, sondern
auch bei zahlreichen Vorgingen der weiblichen Reproduktion und in der
Schwangerschaft. So wird der Menstruationsblutung der Frau der programmierte
Zelltod Apoptose zugrunde gelegt, vermittelt durch inflammatorische Zytokine, welche
eine iINOS-Ausschiittung und damit die NO-Produktion bewirken (Tschuggel et al.
1999a, Tschuggel et al. 1999b). Auch dysmenorrhoische Beschwerden, zurlickzufiihren
auf Uterusspasmen, basieren auf der Relaxation glatter Uterusmuskulatur vermittelt
iiber die Bildung von cGMP, welcher einen Calciumausstrom aus der Muskelzelle mit
nachfolgender Erschlaffung der Muskulatur bewirkt. Im Tierexperiment mit iNOS
knock-out-Méusen ist nachgewiesen worden, dass die physiologische Ruhigstellung
des Uterus wiahrend der Schwangerschaft ein NO-vermittelter Prozess ist
(Longo et al. 2000).

Eine Vielzahl von Studien beweist die Wirksamkeit von NO selbst sowie verschiedener
NO-Donoren zur Hemmung von Spontankontraktionen isolierter Myometriumstreifen
ex vivo (Buhimishietal. 1995, Lees etal. 1998, Norman et al. 1997, Wetzka et al.
1998).

In einer Ziricher Studie untersuchte man die Abhéngigkeit der Oxygenierung der
Plazenta von der Aktivitdt der endothelialen NO-Synthethase (eNOS). Die Ergebnisse
zeigten, dass die plazentare Sauerstoffversorgung selbst bei systemischen
Hypoxien unter FEinbeziechung NOS-vermittelter Mechanismen erhalten wird

(Schaffer et al. 2006).

Wie in Abbildung 1.3 dargestellt, aktiviert NO nach Diffusion in die Muskelzellen
durch Komplexierung am Hadm-Eisen der I16slichen Guanylatcyclase (GC)
Guanosintriphosphat (GTP) in Guanosinmonophosphat (cGMP). Der darauthin erhohte
cGMP-Spiegel leitet durch Absenkung des Calcium-Spiegels in der Muskelzelle die
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Vasodilatation ein. Aus dieser Wirkung leitet sich die Bezeichnung des NO als

endothelialer relaxierender Faktor (EDRF) ab (Stalleicken et al. 2001a).

caz-l- i
ATPase

Abbildung 1.3:  intrazelluldre Wirkung von NO (Stalleicken et al. 2002)

Um 1980 stellte sich eher durch Zufall fiir die Forschergruppe um Furchtgott die Frage
nach einem endothelium derived relaxing factor (EDRF), der im Endothel bei Bedarf
gebildet wird, in die Zellen der umgebenden glatten GefaBmuskulatur wandert und dort
eine Dilatation auslost. Nahezu zeitgleich fanden die Arbeitsgruppen von Moncada und
Ignarro eine Antwort, welche sie 1987 verdffentlichten. EDRF ist Stickstoffmonoxid
(Moncada et al. 1987, Ignarro et al. 1987, Lehmann 2000).

Das im Endothel gebildete NO moduliert somit den arteriellen Gefdtonus, die
Proliferation von glatten GefdBmuskelzellen, die Expression von Adhésionsmolekiilen
und Chemokinen. Zusétzlich hemmt NO die Aktivierung von Thrombozyten und
reguliert die Zellmigration, Angiogenese und vaskulédre Permeabilitdt (Gimbrone 2000).
Angemerkt sei, dass Ferid Murad bereits 1976 die GC-stimulierenden Eigenschaften des
NO erkannt, aber noch nicht den Bezug zum natiirlichen Geschehen gesehen hatte. Die
Gefiallweite wird also nicht nur zentral, sondern auch vor Ort, nach Bedarf und sehr
flexibel geregelt (Lehmann 2000).

Die Entdeckung des ubiquitdr intra- und extrazellulir vorkommenden Mediators NO
war von derart herausragender Bedeutung fiir die Medizin, dass 1998 seinen Entdeckern

Furchtgott, Ignarro und Murad der Nobelpreis verliehen wurde.
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Vor allem das gefiallerweiternde und antiatherogene Wirkprinzip wird seit langem in der
Kardiologie zur Anfallskupierung von Angina pectoris und als Infarktmedikation durch
Verabreichung exogener NO-Donoren wie Glyceroltrinitrat (GTN), Isosorbiddinitrat
(ISDN) und Isosorbidmononitrat (ISMN) verwendet (Abrams 1992, di Ponti et al. 1979,
Wolf et al. 1979).

Seit der Entdeckung durch den italienischen Chemiker Sobrero 1846 und der
erfolgreichen Erstanwendung von Glyceroltrinitrat bei Angina pectoris im Jahre 1879
durch Murrell werden organische Nitrate therapeutisch genutzt. Erst vor etwa 20 Jahren
wurde jedoch ihr Wirkungsmechanismus aufgeklirt, die Freisetzung von NO
(Sobrero 1846, Murrell 1879).

Weniger vorteilhaft in der Behandlung mit Nitraten erweist sich das
Nebenwirkungsprofil, welches sich unter anderem auf den Nitratkopfschmerz und die
Nitrattoleranz erstreckt.

Der Nitratkopfschmerz beruht auf der pharmakologischen Wirkung der Nitrate und geht
mit der Dilatation der cerebralen Blutgefile einher. Vor allem zu Beginn einer
Nitrattherapie treten Kopfschmerzen und Schldfendruck mit einer Haufigkeit von bis zu
80% auf. Sie gehen meist unter fortgesetzter Nitrateinnahme zuriick, bleiben jedoch
auch gelegentlich iiber einen ldngeren Zeitraum bestehen. Daher sollte man Nitrate
einschleichend dosieren (Diener et al. 2001).

Zum Problem der Nitrattoleranz findet man eine Erstbeschreibung einer Tachyphylaxie
unter GTN-Dauertherapie datiert auf das Jahr 1888 (Stewart 1888). Beschrieben wurde
ein Patient, der zur Erreichung einer gleichméBigen Wirkung die Tagesdosis selbstdndig
auf nahezu das 80-fache der initialen Verordnung gesteigert hatte.
Forschungsergebnisse der letzten Jahre stellten eine Verbindung zwischen der
Nitrattoleranz und der nitratinduzierten, vermehrten Bildung von reaktiven
Sauerstoffspezies her (Miinzel et al. 1995). Beide radikalischen Produkte des
Nitratmetabolismus reagieren zu Peroxynitrit. Hierin lag nach langjdhriger Auffassung
die Begriindung, dass NO inaktiviert wird und damit seine gefaBBerweiternde Wirkung
verliert (Diener et al. 2001).

Das zentrale Problem der Nitrat-Therapie stellt auch heute noch der Wirkungsverlust
bei linger andauernder Applikation von GTN (Nitrat-Toleranz) dar. Die Toleranz ist als
ein multifaktorielles Geschehen anzusehen, fiir die mehrere Mechanismen
verantwortlich sind.

So wird postuliert, dass das vasodilatierende Prinzip (Stickstoffmonoxid, kurz NO, oder
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ein verwandtes Molekiil) durch einen Biotransformationsschritt in Endothel- bzw.
glatten Muskelzellen gebildet wird. Fiir diese Biotransformation wird nach neuesten
Erkenntnissen eine mitochondrial lokalisierte Aldehyddehydrogenase (mt-ALDH)
verantwortlich gemacht. Man geht davon aus, dass durch eine chronische Therapie
dieses Enzym inaktiviert wird und damit eine Toleranzentwicklung eintritt. Eine weitere
Hypothese, aufgestellt von Ignarro, beinhaltet eine intrazelluldre Depletierung von
Sulthydryl (SH)-Gruppen. Das aus GTN freigesetzte NO bildet mit den SH-Gruppen
Nitrosothiole (S-NO), die letztendlich die sGC aktivieren und damit die Relaxation
auslosen. Eine chronische Therapie fiihrte seiner Meinung nach zu einer intrazelluldren
Depletierung an SH-Gruppen und damit zu einer verminderten Aktivierbarkeit der sGC
(Ignarro et al. 1987). Indirekt unterstiitzt wurde dieses Konzept durch tierexperimentelle
und klinische Beobachtungen, wonach die Gabe von SH-Gruppen (z.B.
N-Acetylcystein, NAC) in der Lage war die Nitrattoleranz positiv zu beeinflussen. Man
muss jedoch festhalten, dass dieser Effekt nur schwach ausgeprdgt und nur zeitlich
begrenzt nachweisbar war. Weiterhin wurden diese Effekte nur mit sehr hohen Dosen
an NAC erzielt. Griinde, die an der Giiltigkeit dieses Konzeptes zweifeln lieen. Die
Arbeitsgruppe von Ferid Murad beobachtete in tierexperimentellen Untersuchungen,
dass eine chronische GTN Therapie zu einer Toleranzentwicklung, gleichzeitig aber
auch zu einer Kreuztoleranz gegeniiber SNP und dem endothel-abhdngigen
Vasodilatator Acetylcholin fiihrt. Er postulierte, dass dies nur {iber eine
Desensitivierung der sGC zu erkldren sei. Weitere Konzepte beinhalten die Steigerung
der Aktivitit der PDE und eine vermehrte Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies
(freie Radikale), das so genannte oxidative Stresskonzept der Nitrattoleranz
(Miinzel 2008).

Die Nitrattoleranz ist seit den ersten klinischen Untersuchungen mit Nitraten in
vielfdltiger Form beschrieben worden und gehort auch aktuell zu den limitierenden
Faktoren bei der Nitrattherapie. Man unterscheidet zwei Toleranzarten. Die in vivo
Nitrattoleranz ist zuriickzufilhren auf eine nitratunspezifische, neurohumorale
Gegenregulation, die ebenso bei anderen Vasodilatoren auftreten kann
(,,Pseudotoleranz®) und eine nitratspezifische ,vaskulire Toleranz®, die
wirkmechanismusbasiert ist (auch echte oder ,klassische Toleranz*). Eine durch ein
bestimmtes Nitrat hervorgerufene Verminderung der GefaBwirksamkeit gegentiber
endogen gebildetem (Endothel) oder extern durch andere Nitrate oder NO-Donoren

zugefiihrtem NO wird als ,,Kreuztoleranz* bezeichnet (Miinzel 2008).
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Bei der Pseudotoleranz wird eine neurohumorale Gegenregulation allgemein durch den
Nitrat-induzierten, dosisabhdngigen Blutdruckabfall induziert, der seinerseits
Baroreflexe stimuliert. Eine Vielzahl von Mechanismen setzt sich in der Folge in Gang,
Erhohung der Katecholamin-, Vasopressin-, Angiotensin- und
Aldosteronkonzentrationen im Plasma. Eine intravaskuldre Volumenzunahme
(Erniedrigung des Hamatokrits) unter Nitratgabe ist die Folge und kann den
vorlastsenkenden Effekt der Nitrate abschwichen. Wahrscheinlich steht der
Nitratkopfschmerz, die zweite bedeutsame therapielimitierende Nebenwirkung der
Nitrate, in engem Zusammenhang mit der Pseudotoleranz. Beide Phdnomene sind vor
allem zu Therapiebeginn charakteristisch, sehr dosisabhingig und fiir GTN am
ausgepragtesten (Dupuis et al. 1990, Packer et al. 1987, Parker et al. 1991).

Als Ursachen der klassischen Nitrattoleranz sind verschiedene Mechanismen postuliert
worden. Die Beeintrachtigung der Bioaktivierung, Desensibilisierung der sGC,
Inaktivierung der cGMP-abhingigen Proteinkinasen, Stimulierung von ¢cGMP/cAMP
abbauenden Phosphodiesterasen, Beeintrachtigung der Endothelfunktion bis zu einer
Endotheldysfunktion sowie gesteigerte Empfindlichkeit gegeniiber Vasokonstriktoren
(Endothelin, Angiotensin II) wurden beschrieben (Miinzel et al. 2005). Viele dieser
Faktoren stehen in engem Zusammenhang zueinander und sollten nicht isoliert

betrachtet werden.
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Abbildung 1.4:  Zellulire Mechanismen der Nitrattoleranz (Miinzel et al. 2008)

Um die Toleranzentwicklung zu vermeiden, wurden verschiedene Verfahren
vorgeschlagen. Das gebriuchlichste ist die Einhaltung einer Nitratpause (Krepp 1985,
Silber et al. 1983). In jiingster Zeit wurde auch der Einsatz von Antoxidantien wie

Vitamin C, E oder Acetylcystein untersucht (Fung et al. 1988, Hinz and Schroder 1998,
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Nickening et al. 1998, Watanabe et al. 1998).  Solche Substanzen koénnen die

Nitrattoleranz zumindest partiell autheben (Bassenge et al. 1998).

1.2 Pentaerithrityltetranitrat

Chemisch ist Pentaerithrityltetranitrat (PETN, CsHgN4O;;) ein Polyester der
Salpetersdaure mit dem Alkohol Pentaerithritol. Damit gleicht sein Aufbau grundsétzlich
den therapeutisch ansonsten verwendeten organischen Nitraten GTN, ISDN und ISMN
(Noack et al. 1983).

OQN_O O_ N02

ON-0 0-NO,
Abbildung 1.5: chemische Formel des PETN

PETN wurde in den 40er Jahren erstmals als Therapeutikum beschrieben und bald
danach in die Therapie der Angina pectoris eingefiihrt. Die préklinische Entwicklung
fiel in eine Zeit, in der analytisch- methodische Voraussetzungen zur Untersuchung
seiner Pharmakokinetik noch nicht gegeben waren.

In den 60er und 80er Jahren wird der Metabolismus von PETN aufgeklart. PETN ist
unverdndert nur bei intravasaler Gabe im systemischen Kreislauf nachweisbar. Nach
oraler Applikation findet man aufgrund des intestinalen und hepatischen
first-pass-Effekts nur noch die wirksamen Metabolite Pentaerithrityltrinitrat (PEtriN),
Pentaerithrityldinitrat (PEdiN) wund Pentaerithritylmononitrat (PEmonoN), die
iiberwiegend renal ausgeschieden werden (Taylor et al. 1987, Weber et al. 1995).

In den 70er Jahren konnten die organischen Nitrate GTN und PETN erstmals
gaschromatographisch (GC) nachgewiesen werden (Neurath and Diinger 1977). In den
80er Jahren gelang die qualitative und quantitative Bestimmung von PETN mittels
Hochdruckfliissigkeitschromatographie (HPLC) (Baaske et al. 1983, Yu et al 1983).

Seit den 90er Jahren nutzt man ein Massenspektrometer (MS) gekoppelt mit einem
Gaschromatographen (GC). Mit Hilfe der GC-MS-Technik wurden neue Verfahren zur
Bestimmung der organischen Nitrate und deren Abbauprodukte in physiologischen

Fliissigkeiten getestet und modifiziert. Dieses Verfahren wendet man vor allem zur
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Trennung und Quantifizierung von PETN und dessen Metaboliten an

(Weber et al. 1995, Stalleicken et al. 1997).

OZNOXOH 02N0>< OH 02N0><ON02
HO OH O,N—O OH O,N—O OH
PEmonoN PEdIN PEtriN

Abbildung 1.6:  Metabolite des PETN

PETN ist wie alle organischen Nitrate ein Prodrug, aus dem in vivo NO freigesetzt
wird. Es zeichnet sich durch sein geringeres Nebenwirkungsprofil und seine
pharmakokinetischen Eigenschaften aus.

Aus klinischer Sicht von besonderer Bedeutung ist die im Vergleich zu GTN hohe
Lipophilie von PETN, da Lipophilie und hidmodynamische Wirkung sehr eng
korrelieren. PETN gehdrt zu den organischen Nitraten, die aufgrund
der hohen Lipophilie sehr starke pharmakodynamische Wirkungen besitzen
(Noack et al. 1983).

Die hohe Lipophilie erschwert jedoch die Absorption erheblich, da im Rahmen der
weiteren Verstoffwechselung aus PETN seine Metaboliten PEtriN, PEdiN und
PEmonoN entstehen, die geringere Lipophilie aufweisen. Diese haben eine grofBere
Halbwertzeit (Bonn 1995, Cawello 1995, Noack 1984). Dadurch besitzt PETN unter
den Langzeitnitraten eine Sonderstellung. Es verfiigt iiber einen raschen
Wirkungseintritt einerseits und Langzeitwirkung durch Pharmakokinetik der
Hauptmetaboliten andererseits. Messungen haben gezeigt, dass PEdiN und PEmonoN
ihr Peak im Plasma 3-7 Stunden post applicationem erreichen und nach 4-11 Stunden,
in  Abhéngigkeit von der Verabreichungsform und -menge, eliminiert sind
(Weber et al. 1995).

PETN konnte nach oraler Applikation bisher weder selbst noch in Form von PEtriN
oberhalb der Bestimmungsgrenze von 50 pg/ml im Serum nachgewiesen werden. Man
geht deshalb davon aus, dass PEdiN und PEmonoN die wirksamen Metaboliten
darstellen. Nur nach Verabreichung hoher Dosen (10 mg/kg) konnte man Spuren von
unverdndertem PETN im systemischen Kreislauf der Ratte nachweisen
(Weber et al. 1995).

Auch hinsichtlich der Entwicklung von nitratinduzierten Kopfschmerzen als bekannte

Nebenwirkung der Therapie mit Nitraten wurde vielfach dokumentiert, dass unter dieser
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Behandlungsmethode eine deutlich geringere Kopfschmerzinzidenz auftritt bzw. der
Nitratkopfschmerz in seiner Intensitét weniger stark ausgeprégt ist. Eine Erklérung liegt
in der bevorzugten Wirkung von PETN auf den vendsen Gefdllschenkel. Kopfschmerz
entsteht durch eine Dilatation der arteriellen Gefdle (Friedrich und Bohm 2006,
Schneider et al. 1995).

Ein weiteres Problem der bisherigen Nitrattherapie beruht auf der Entwicklung eines
Toleranzphdnomenes bei ldngerer Einnahme. Fink und Bassenge berichteten, dass
ununterbrochene Verabreichung von PETN bei Hunden keine Toleranz entwickelte
(Bassenge et al. 1998).

Bei der chronischen PETN-Therapie hingegen ist bekannt, dass sie keine Entkopplung
der mitochondrialen Atmungskette bewirkt und keine oder kaum vaskulére
NADPH-Oxidanzien aktiviert und langfristig Schutzmechanismen in Form der
Hamoxygenase-1 und Ferritin stimuliert. Die hat zur Folge, dass es zu keiner messbaren
Freisetzung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) sowie zu keiner Inaktivierung der
ALDH-2 kommt. Dies trdgt somit zur Vermeidung der Nitrattoleranz bei. Daneben
induziert die chronische PETN-Therapie keine endotheliale Dysfunktion. Eine
Akuttherapie mit PETN zeigte ebenfalls keine Entkopplung der mitochondrialen
Atmungskette und Freisetzung von ROS. Vermutlich trigt das langsame Anfluten von
PETN zu diesem protektiven Profil bei, indem vor allem die denitrierten Metaboliten im
Blut abgefangen werden. Auch hier kommt es nach einer PETN-Bolusgabe zu einem
mittelfristigen Schutz des kardiovaskuldren Systems vor ischdmiebedingten Schiden,
trotz des fehlenden oxidativen Stresses. Damit zeigt sich die ischidmische
Prakonditionierung abermals verantwortlich fiir diesen anti-ischdmischen Schutz.

In der Tat gibt es in der Literatur Hinweise darauf, dass die ischdmische
Prakonditionierung iiber eine Induktion der Himoxygenase vermittelt wird. Dies wiirde
erkliren, weshalb PETN als H&moxygenase-1-induzierende Substanz die
Priakonditionierung direkt bewirkt und ohne ROS-Induktion auskommt. Ein &hnliches
Bild zeigt sich, wenn man die ,,schadlichen* Effekte einer akuten in vivo Gabe von
PETN betrachtet. Es kommt zu keiner wesentlichen Induktion der ROS-Bildung, wie
von Bassenge et al. bereits gezeigt werden konnte. Anders sieht es hingegen bei einer ex
vivo Bolusgabe von hohen PETN-Konzentrationen aus. Hier verhilt sich PETN wie
jedes andere hochreaktive und hochpotente Nitrat und induziert oxidativen Stress und
inaktiviert die ALDH-2. Dies ldsst sich darin erkldren, dass durch die kurze

Behandlungsdauer die Schutzmechanismen von PETN nicht zum Greifen kommen. Das
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heift, dass bei ex vivo Versuchen PETN schlagartig in hohen Dosen aufgenommen wird
und keine Zeit bleibt, eine schiitzende Gegenregulation auf Enzymebene
(Hamoxygenase-1 und Ferritin) aufzubauen. Das zelluldre System wird {iberlastet,
damit kommt die Bioaktivierung von PETN zum Erliegen und es entsteht oxidativer
Stress (Daiber et al. 2009a).

Eine weitere Untersuchung der akuten Nitrat-Behandlung bei gesunden Probanden
zeigte eine GTN-dosisabhidngige Steigerung der mitochondrialen ROS-Bildung
einhergehend mit der Abnahme der mitochondrialen und monozytiren
ALDH-2-Aktivitit. Dies weist eindeutig darauf hin, dass sich bereits mit geringer
Abnahme der ALDH-2-Aktivitit eine milde Toleranz und endotheliale Dysfunktion
einstellt. Damit ist richtungsweisend, dass die ALDH-2-Inaktivierung ein wesentlicher
Bestandteil der Entstehung der Nitrattoleranz ist (Daiber et al. 2009a).

Fiir die verminderte bzw. fehlende Toleranzentwicklung gibt es demnach verschiedene
Erklarungen. Der therapeutische Nutzen in dieser Hinsicht liegt jedoch unumstritten in
der Nichtnotwendigkeit eines nitratfreien Intervalls. Als Langzeitnitrat anwendbar, kann
man PETN trotz hoher oraler Dosierung iiber viele Tage verabreichen bei voller
hdmodynamischer Wirksamkeit.

Es bleibt allerdings weiterhin die Frage, ob die positive Wirkung von PETN tatsdchlich
nur auf den antioxidativen Eigenschaften der Himoxygenase-1 und Ferritin basiert oder
ob die Induktion weiterer Proteine, die bisher noch nicht identifiziert werden konnten,
das positive Wirkungsprofil von PETN beeinflusst.

Eines ist jedoch sicher, die Sonderstellung von PETN unter den organischen Nitraten ist
noch lange nicht im Ganzen zu erklidren und es bedarf noch weiteren Anstrengungen,
zur Aufklirung aller zugrunde liegenden Mechanismen (Bauersachs und Richartz

2009).

Unter Betrachtung aller ex vivo, in vivo und Human-Studien kommt man zu dem
Ergebnis, dass es perspektivisch sinnvoll erscheint, Nitrate mit intrinsischen
antioxidativen Eigenschaften wie PETN einzusetzen. Der Vorteil dieser Substanz ist,
dass PETN keine endotheliale Dysfunktion und Toleranz induziert, aber den
hdmodynamischen Effekt von GTN und den Isosorbid-Nitraten nicht nur teilt, sondern

auch unter chronischer Therapie aufrecht erhélt (Lehmann et al. 2009).
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1.3 Aufbau und Funktion der Plazenta

Die humane Plazenta hat eine diskusartige Form mit einem Durchmesser von ca.
15-20 cm und einem durchschnittlichen Gewicht von 500g.

Grundlage des kindlichen Teils (Pars fetalis) ist die Chorionplatte, auch fetales Chorion
frondosum genannt. Die fetale Seite der Plazenta, die Chorionplatte, ist glatt und von
transparentem spiegelndem Amnion iiberdeckt, welches auch die Nabelschnur
uberzieht, deren Ansatzstelle sich dort befindet.

Die von der uterinen Seite der Chorionplatte abgehenden, in zahlreiche Chorionzotten
verdstelten Zottenstimme verbinden sich mit dem miitterlichen Teil (Pars materna oder
Pars uterina), der Basalplatte. Die Basalplatte stellt einen Abkdmmling der Decidua
basalis dar, der an der Gebdrmutterwand haftet. Hiervon gehen die Plazentarsepten aus,

die das Organ in 15-20 Kotyledonen unterteilen.

Abbildung 1.7:  Fotographie einer reifen Plazenta

Als Austauschorgan bendtigt die Plazenta eine doppelte Gefiallversorgung. Die fetale
Durchblutung erfolgt iiber die beiden Nabelschnurarterien des fetalen Gefaflsystems.
Sie erreichen die Chorionplatte und teilen sich bis in ihre Stammzottengefif3e auf. Diese
Zotten sind iiber die gesamte Decidua basalis verteilt. In Abbildung 1.8 kann man
erkennen, dass aus der Chorionplatte (fetaler Anteil der Plazenta) die Chorionzotten in
die miitterliche Basalplatte (Decidua basalis) hineinragen. Der vendse Abfluss erfolgt
iiber die Zottenvenen in die Umbilikalvene. Die Gefdllversorgung der maternalen Seite
wird iiber die uteroplazentaren Spiralarterien aufrechterhalten. Aus ihnen tritt das Blut
fontdnenartig aus, durchflieft den intervillosen Raum, wird von miitterlichen Venen

aufgenommen und abtransportiert.
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Abbildung 1.8:  Schematische Darstellung der Plazentastruktur (Moore and Persaud 1993)

Der funktionell wesentliche Teil der Plazenta ist die synzytiokapilldre
Stoffwechselmembran, die im Bereich der Zottenoberfliche das maternale vom fetalen
Blut trennt.
Es ist zu beachten, dass die Plazentagrenzfliche haufig ganz unzutreffend als Schranke
bezeichnet wird, da es nur wenige niedermolekulare Substanzen gibt, die die Plazenta
nicht in messbaren Mengen passieren konnen. Erst wenn die Molekiile eine bestimmte
GroBe (Molekularmasse tliber 800, z. B. Heparin und Insulin), Struktur (starke Bindung
an miitterliches Plasmaeiweil}) und Ladung (hydrophile Substanzen) erreichen, hat die
Plazenta eine wirkliche Schrankenfunktion. Die meisten Medikamente und viele
Chemikalien, die sich im miitterlichen Blut finden, kénnen auch im fetalen Blut
nachgewiesen werden. Die Plazentaschranke stellt also nur bedingt eine biologische
Barriere zwischen miitterlichem und fetalem Blut dar.
Beim Menschen besteht diese Schranke bis zur 20. Schwangerschaftswoche aus sechs
Schichten:

a.) Synzytiotrophoblast

b.) Zytotrophoblast

c.) Epitheliale Basalmembran

d.) Zottenbindegewebe

e.) Endotheliale Basalmembran

f.) Endothel der fetalen Kapillaren

Die Zytotrophoblastmembran bildet sich nach dem 4. Monat zuriick.
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Eine zentrale Rolle spielt die Plazenta beim Stoffaustausch zwischen fetalem und
maternalem Kompartiment. Beim transplazentaren Stoffaustausch werden die Diffusion,
erleichterte Diffusion, der aktive Transport und die Pinozytose unterschieden. Der
diaplazentare Austausch der meisten Stoffe erfolgt per diffusionem. SchlieBlich iibt die

Plazenta auch noch produktive Funktionen aus.

Austauschvorginge
Miitterliche Seite Fetale Seite
0,
CO,

Niéihrsubstrate
‘ Stoffwechselschlacken

Produktive Leistungen (u. a.)

Human-Choriongonadotropin (HCG)
Human-Placentalactogen (HPL) bzw. Chorionsomatotro-
pin (Synonym) (HCS)

Ostriol, Ostradiol, Ostron

Progesteron

Fettsduresynthese

Umwandlung von Milchsdure zu Brenztraubensdure
EiweiBBkorpersynthese, u. a. Schwangerschafts-p,-Glyko-
protein (SP1)

Nukleinsduresynthese

ATP-Bildung

Abbildung 1.9: Fundamentalleistungen der Plazenta (Schmidt-Matthiesen 1985)

Die Austauschvorgidnge erfolgen je nach Substrat nach verschiedenen Mechanismen.
Ein Austausch durch Diffusion bzw. erleichterte Diffusion ist nur fiir Gase, Wasser,
Kreatinin, Glukose sowie niedermolekulare Medikamente (z. B. Inhalationsnarkotika,
lipophile Medikamente) anzunehmen. Die erleichterte Diffusion erfolgt dabei durch
Bindung an Carrierproteine. Die Diffusion ist also abhdngig von der Molekiilgroe und
der Fettloslichkeit der Substanz.

Der enzymatisch gesteuerte aktive Transport ermdglicht den Austausch von
hochmolekularen Stoffen und solchen, die entgegen dem fetomaternalem
Konzentrationsgefalle transportiert werden sollen, wie z.B. Hydratationswasser,
anorganische Ionen, Aminoséduren, Fettsduren, Vitamine und Hormone. Thm kommt
eine besondere Bedeutung fiir anabole Prozesse zu. Der aktive Transport ist als
energieverbrauchender Vorgang von der Bereitstellung von Adenosintriphosphat (ATP)
abhédngig. Die Bildung des ATP wird durch das Sauerstoffangebot limitiert. Dieser

Transportmechanismus kann durch Zellgifte gehemmt werden.
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Auch die Pinozytose gehort zu den aktiven enzymatischen Transportvorgidngen. Sie
ermdglicht den Ubertritt von Proteinen und Lipiden auf die fetoplazentare Einheit.
Lipo- und Glycoproteine sowie Immunglobuline beispielsweise werden durch
Invagination der Zellmembran als Einschlusskorperchen transportiert. Eine Diapedese
ist fiir Erythrozyten und Leukozyten moglich.

Die produktiven Leistungen der Plazenta sind ebenso wie der aktive Transport teils
durch den Grad der anatomischen Integritit, teils durch das Sauerstoffangebot, den
Ostrogenspiegel sowie gewisse kooperative Leistungen des Feten limitiert. So ist z. B.
die Ostriolbildung von der Lieferung von Vorstufen durch den Fetus abhiingig

(Martius 1996, Schmidt-Matthiesen 1985).
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2 Ziele der Arbeit
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Wihrend organische Nitrate z. B. bereits in Form von Glyceroltrinitrat-Pflastern in der
Geburtshilfe zum Einsatz kommen, konnte auch PETN auf Grund seines
Wirkungsspektrums und der besseren Vertraglichkeit eine weitere Option bei der
Behandlung schwerwiegender Schwangerschaftserkrankungen darstellen.

Bisher ist wenig tliber die Beeinflussung des plazentaren Stoffwechsels wihrend der
Applikation von PETN in der Schwangerschaft bekannt. Deshalb soll das Ziel der
vorliegenden Arbeit sein, mit Hilfe des ex vivo Modells der zweiseitigen
rezirkulierenden Plazentaperfusion den Einfluss von PETN auf den plazentaren
Stoffwechsel zu untersuchen.

Folgende Kriterien sollen dabei beurteilt werden:

e  der plazentare Energiestoffwechsel anhand der Parameter

Glukoseverbrauch, Laktatproduktion, Sauerstoffverbrauch,
e  die plazentare Syntheseleistung anhand der B-HCG-Freisetzung,
e  die Beeinflussung des Innendruckes der fetalen Gefél3e,

e  der transplazentare Transfer von PETN und seinen Metaboliten vom

maternalen ins fetale Kompartiment.

Als Qualitétskriterium fiir die durchgefiihrten Perfusionen dienen die Kontrollparameter

Antipyrin und Kreatinin.
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3 Methodik
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3.1 Perfusionsmodell

Es wurde die 1972 von Schneider, Panigel und Dancis (Schneider et al. 1972)
eingefithrte und 1985 von Schneider und Huch (Schneider et al. 1985) modifizierte
Methode der doppelseitigen rezirkulierenden humanen Plazentaperfusion verwendet.
Dabei handelt es sich um Untersuchungen an einem isolierten Kotyledon der
menschlichen Plazenta.

Die Durchfiihrung der Perfusionsversuche erfolgte an insgesamt 15 Plazenten. Davon
dienten 6 Perfusionen als Vergleichsgruppe, dass heifit, es wurde in diesen 6 Versuchen
kein PETN in der Hauptphase zugesetzt. Die {ibrigen 9 Perfusionen wurden jeweils in
der Hauptphase mit PETN als zu untersuchenden Wirkstoff versetzt. Die verwendeten
Plazenten stammten von gesunden Miittern mit komplikationsloser Schwangerschaft
und vaginaler bzw. abdomineller Entbindung. Schwangerschaften mit Erkrankungen
wie EPH-Gestose, Diabetes mellitus, Retardierung oder Frithgeburten wurden von der
Untersuchung ausgeschlossen.

Die Zeit zwischen Entbindung und Perfusionsbeginn betrug durchschnittlich
25 Minuten. Erfahrungen der Arbeitsgruppen von Schneider und Malek auf diesem
Gebiet belegen, dass kurze Ischdmiezeiten (max. 30 Minuten) zwischen AusstoBung der
Plazenta und Beginn der Perfusion die Qualitidt des Perfusionsversuches mafgeblich

beeinflussen (Malek et al. 1997).

3.2 Gewinnung und Priparation des Kotyledons

Die Plazenta wurde unmittelbar nach der AusstoBung in eine Schale mit 37 °C
temperierter physiologischer Kochsalzlosung tiberfiihrt. Fiir eine bessere Identifizierung
der fetalen GefdBBe bei der spiteren Préparation wurde darauf geachtet, dass die
Nabelschnur mit Blut gefiillt blieb.

Im Anschluss wurde ein geeigneter, intakter Kotyledon ausgewéhlt und fiir die
doppelseitige Perfusion pripariert. Der auszuwéhlende Lobulus sollte auf der
Chorionplatte moglichst von je einer Arterie und einer dazugehdrigen Vene versorgt
werden und sollte sich nach Moglichkeit am Rand der Plazenta mit einem Stiick intakter
Eihaut befinden.

Nach Kaniilierung der Gefile wurde der zu perfundierende Bereich iiber

Teflonschlduche mit dem  Perfusionssystem verbunden wund mittels der
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Perfusionsgrundlosung von dem restlichen Blut freigespiilt. Nach Kontrolle des
arteriellen Drucks (<80 mmHg) und der Flussrate wurde der perfundierte und nun helle
Bereich (s. Abb. 3.1) vom f{ibrigen Plazentagewebe abgetrennt und in die
Perfusionskammer mit der miitterlichen Seite nach oben eingespannt. Um die
Ischidmiezeit so kurz wie mdglich zu halten, begann die Versorgung des maternalen
Kompartiments mit oxygenierter Perfusionslosung unmittelbar nach der Fixierung in
der Perfusionskammer. Zur Perfusion des miitterlichen Kompartiments wurde ein
vierarmiger Katheter mit Knopfkaniilen vorsichtig in der Dezidualplatte platziert. Er
iibernahm die Funktion der Spiralarterien und verteilte das Perfusionsmedium frei im
intervillosen Raum. Die maternal-vendse Fliissigkeit trat iiber Venenoffnungen aus dem
Gewebe und wurde am tiefsten Punkt iiber einen eingelegten Teflonschlauch
kontinuierlich abgepumpt.

Zu Beginn jedes Perfusionsversuches wurden mehrere Riickstellproben vom

verbliebenen Plazentagewebe genommen.

Abbildung 3.1:  Fotographie eines prdparierten und perfundierten Kotyledons

3.3 Prinzip des Versuchsablaufes

Jeder Perfusionsversuch gliederte sich in drei Abschnitte, bezeichnet als Vorphase,
Kontrollphase und Hauptphase. Die sechs Vergleichsperfusionen, die ohne Zusatz von
PETN durchgefiihrt wurden, dienten dabei der Qualitdtskontrolle des Versuchsaufbaus
und der Versuchsdurchfilhrung. Als Ausgangswerte fiir die biochemischen
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Verdnderungen in der Hauptphase jeder PETN-Messung galten die zwei Stunden
Perfusion vor dem Zusetzen des zu untersuchenden Wirkstoffes.

Zum entsprechenden Zeitpunkt der Versuche wurden Antipyrin, Kreatinin und PETN
dem Perfusat auf der miitterlichen Seite zugesetzt. Der pH-Wert der Losung wurde mit
1 M Natronlauge auf pH = 7,4 eingestellt.

Die Zusammensetzung der Losung in den einzelnen Versuchsphasen ist in

nachfolgender Abbildung 3.2 dargestellt:

Perfusionsphase maternales Reservoir fetales Reservoir
Vorphase Perfusionsgrundlosung Perfusionsgrundlésung
(30 min) + 80 mg/1 Antipyrin

Kontrollphase Perfusionsgrundlésung Perfusionsgrundlésung
(120 min ) + 80 mg/l Antipyrin

+ 150 mg/l Kreatinin

Hauptphase Perfusionsgrundlésung Perfusionsgrundlosung
(240 min ) + 80 mg/l Antipyrin

+ 150 mg/l Kreatinin
+ 700 pg/ml PETN

Abbildung 3.2: Zusammensetzung der Perfusionslésung in den einzelnen Versuchsphasen

Vorphase

Durch eine 30miniitige offene Perfusion beider Zirkulationen wurde jeder
Perfusionsversuch eingeleitet. Diese Phase diente dem Freispiilen des Kotyledons von
Blut und Stoffwechselprodukten, aber auch der Aktivierung des Stoffwechsels des
Plazentagewebes nach der Ischdmieperiode. Dem maternalen Kompartiment wurden
80 mg/l Antipyrin zugegeben. In dieser Phase wurde generell auf beiden Seiten
(maternal, fetal) offen und mit weitgehend konstanten Flussraten (6,0 = 0,2 ml/min)
perfundiert. In regelméfBigen Abstinden von zehn Minuten erfolgte eine Kontrolle des
maternalen und fetalen Flows, um ein Leak zwischen beiden Kreisldufen
auszuschlieBen. Bei einem Fliissigkeitsverlust von mehr als 0,5 ml aus dem fetalen
Reservoir wurde der Versuch abgebrochen. Nach 30 Minuten wurden Proben auf beiden
Seiten entnommen, die zur Kontrolle der Flussraten und der Bestimmung der
Antipyrinclearance dienten. Unmittelbar an die Vorphase schloss sich die Kontrollphase

an.
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Kontrollphase

Die Kontrollphase sollte nun fiir 120 Minuten laufen, nachdem die vorbereiteten
Perfusionslosungen gewechselt und der Kreislauf rezirkulierend geschlossen wurde. Sie
ist notwendig, um individuelle Stoffwechselleistungen und Aktivititen des
ausgewdhlten Kotyledons zu erfassen. Nach 0, 30, 60, 90 und 120 Minuten wurden aus
beiden Kreisldufen jeweils Proben (5 ml) entnommen, fiir die Blutgasanalyse
(pH-Werte, pO,) und zur Bestimmung der Konzentrationen von Glukose, Laktat und
B-HCG sowie zur Kontrolle der Substanzen Antipyrin und Kreatinin. Um zu
gewihrleisten, dass die gewonnenen Produkte nicht =zerfallen, wurden den
entnommenen Proben fiir die Bestimmung von Glukose und Laktat je 50 ul EDTA/ NaF

zugesetzt. Die librigen Proben dienten der Bestimmung der anderen Parameter.

Hauptphase

Nach der Kontrollphase wurden die Perfusionslosungen erneut gewechselt und PETN
zugesetzt. Sie verlief liber einen Zeitraum von mindestens 250 Minuten, wovon die
ersten zehn Minuten im offenen System perfundiert wurden, um die Einstellung einer
bestimmten PETN-Konzentration im intervilldsen Raum des Kotyledons zu erreichen.
Danach wurden beide Kreisldufe miteinander verbunden und 250 Minuten
rezirkulierend perfundiert. Nach 130, 160, 190, 220, 250, 310 und 370 Minuten wurden
erneut Proben (6 ml) aus beiden Reservoiren zur Bestimmung der nachstehenden
Parameter entnommen: PETN bzw. dessen Metaboliten (PEtriN, PEdiN und
PEmonoN), Glukose, Laktat, B-HCG, Antipyrin und Kreatinin, Blutgasanalyse
(pH-Wert, pOy).

Am Ende jedes Perfusionsversuches wurde der perfundierte Lobulus herauspripariert,
gewogen, bei -196 °C in Stickstoff eingefroren und bei -80 °C aufbewahrt. Die
gesamten Proben, die widhrend der Versuche gewonnen wurden, lagerten bis zur

Bestimmung der zu messenden Parameter bei einer Temperatur von -20 °C.

3.4 Aufbau und Funktion der Perfusionsanlage

Der zentrale Teil der Perfusionsapparatur ist eine doppelwandige Kammer aus
Plexiglas. Der zwischen den Winden der Kammer befindliche Hohlraum wird
permanent von Wasser aus dem Wéarmebad durchflossen, um das Prédparat auf einer

konstanten Temperatur von 37 °C zu halten.
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Vor Beginn des Experiments werden beide Systeme mit der Perfusionslosung
luftblasenfrei gefiillt und zur Vermeidung von Luftembolien Blasenfinger
vorgeschaltet. Im Wairmebad befinden sich die Perfusionslosungen, die in zwei
getrennten Gefdflen als miitterliches und fetales Reservoir aufbewahrt werden. Vom
fetalen Reservoir aus gelangt die Losung durch einen Oxygenator {iiber eine
Flissigkeitsforderpumpe, welche die Losung mit einem  kontinuierlichen
Durchflussvolumen von 6 ml/min (+0,2 ml/min) in die kaniilierte fetale Arterie. Der
Riickfluss erfolgt iiber die fetale Vene zuriick in das fetale Reservoir. Die Zufuhr des
miitterlichen Perfusionsmediums erfolgt nach dem gleichen Prinzip kontinuierlich mit
einem Fluss von 12 ml/min (£0,2 ml/min). Die austretende maternal-vendse Losung

wird {iber eine dritte Pumpe wieder zuriick in das maternale Reservoir gefiihrt.

Maternal Circuit Fetal Circuit

12 mL/min 6 mL/min

L—h-— E

4 | f Perfusion
Chamber

95%

N,

+

Heating 5%,

Water Bath co,

— -

llt Oxygenator i 3) Heating Block @ Pressure Unit

Bubble Trap ® Pump

Abbildung 3.3:  Schema der Perfusionsanlage

Die stetige Druckkontrolle im fetalen System erfolgt iiber ein Druckmessgerit.
Optimale Druckwerte sollten sich dabei zwischen 15 und 45 mmHg befinden. Als
Abbruchkriterium galt eine kontinuierliche Steigerung der Werte iiber 55 mmHg.

Zur Begasung der Perfusionmedien dienten nachgeschaltete Oxygenatoren, die fiir den
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fetalen Anteil ein Gasgemisch aus 95% Stickstoff und 5% Kohlendioxid enthielten,
maternal wurde Luftsauerstoff zugesetzt.

Die intermittierende Uberwachung der Blutgaswerte erfolgte mittels Blutgasmessgerit.

3.5 Verwendete Materialien

3.5.1 Perfusionsanlage
¢ Plexiglasgefdfle nach MaBanfertigung zum Temperieren und Fixieren des
Probenmaterials
Thermostat Julabo 500, -50 bis 200 °C
Fliissigkeitsforderpumpe PD 5201 (Heidolph), 1,5 bis 45 ml/min

zweli Fliissigkeitsforderpumpen (Ismatec), 1,3 bis 35 ml/min

2 Oxygenatoren Silox-S 190x30 mm, Oberfliche 0,3 m2 (Mera)

Druckmessgerit, Auswertesoftware

diverse Schlduche, Kaniilen, Blasenfanger, Praparierbesteck

3.5.2 Chemikalien und Losungsmittel

Die Zusammensetzung der Ldsungsmittelgemische ist in Volumenprozent (Vol%)
angegeben.

PETN fiir die Perfusionsversuche wurde als Verreibung in Lactose (20% PETN / 80%
Lactose) von der Ravensberg GmbH chemische Fabrik, Konstanz zur Verfiigung
gestellt. Zur Herstellung der Stammldsungen und Standards wurde Methanol in
HPLC-Qualitdt (Roth) eingesetzt. Fiir alle Versuche wurde Reinstwasser aus der

hausinternen Anlage CWD Reinstwassersysteme (Christ) verwendet.

Weitere verwendete Chemikalien:

e PETN Stammldsung in DMSO (20 mg / 10 ml DMSO)
Phosphate Buffered Saline (PBS) 0,0067 M (PO4), pH = 7,4 (Cambrex)

Bovine Serum Albumin Fraction V, M = 66338 g/mol (ICN Biomedicals Inc.)
Zellzuchtmedium NCTC 135 Powder (Cambrex)

Dextran, M = 36000 - 44000 g/mol

D(+)-Glucose
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e Antibiotikum Amoxicillin (Sigma)

e Liquemin® N 25000, enthilt Heparin, (Roche)

e Earls Puffer (NaCl 6,5 g/l; KCI 0,4 g/I; NaH2PO4 0,14 g/lI; NaHCO3 2,2 g/l;
MgS04 0,2 g/1; CaCl2 0,2 g/l (alles Roth))

e Antipyrin (Fluka)

e Creatinin (Merck)

¢ Natronlauge-Plitzchen

e Natriumchlorid

3.6 Analytische Methoden

3.6.1 Bestimmung von PETN und seinen Metaboliten

Der Nachweis von PETN und seinen Metaboliten fiir diese Arbeit erfolgte mittels der
HPLC/MS-Technik, welches Gegenstand einer parallel angefertigten Diplomarbeit von
S. Voigt war (Voigt 2005).

Eine  Methode zur  quantitativen  Bestimmung  mittels LC-MS  von
Pentaerithritylmononitrat (PEmonoN), -dinitrat (PEdiN), -trinitrat (PEtriN) und
-tetranitrat (PETN) war bisher nicht aus der Literatur bekannt. Die Entwicklung einer
geeigneten Methode fiir die Quantifizierung erwies sich dahingehend als sehr
anspruchsvoll, da neben der Ausgangssubstanz PETN auch seine drei bioaktiven
Metaboliten erfasst werden sollten, die in ihren physiko-chemischen Eigenschaften
stark unterschiedlich sind. Aufgrund seiner vier Nitrogruppen stellt das PETN eine
sehr unpolare und hydrophobe Verbindung dar, wiahrend das Pentaerithritylmononitrat
(PEmonoN) als stark polar und hydrophil einzuordnen ist. Die Polarititen der

Metabolite PEdiN und PEtriN lassen sich zwischen den beiden Extremfillen einordnen.

Die Entwicklung der fliissigchromatographischen Trennmethode der
Pentaerithritylnitrate (PEXN) fiir die vorliegende Arbeit, sowie Extraktions- und
Stabilitdtsuntersuchungen erfolgten mittels reversed phase (RP)-HPLC an einer
HPLC-Anlage der Firma Gynkotek. Zur Trennung der Pentaerithritylnitrate wurde eine
Aquasil-Saule (C18) mit Vorsdulenkartusche verwendet. Das HPLC-System wurde
isokratisch mit einem Methanol/Wasser-Gemisch (Methanolanteil: 40 Vol%) betrieben.
Die Quantifizierung von PETN und seinen bioaktiven Metaboliten erfolgte mittels

LC-MS.
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Die Proben wurden nach der Elektronensprayionisierungs-Technik (ESI) ionisiert und
im negativen Modus gemessen. Zur Optimierung der Detektionsbedingungen des
Massenspektrometers wurden Massenspektren der Reinsubstanzen im Bereich zwischen
m/z=60 bis 600 bei den Interfacetemperaturen 300 °C, 350 °C und 400 °C
aufgenommen. Da bei 400 °C Signale mit der hochsten Intensitit auftraten, wurden bei
dieser Temperatur die Konusspannungen zwischen 30 V und 50 V variiert.

Nach der Optimierung der Detektionsbedingungen wurden die Pentaerithritylnitrate
(PEXN) im Single Ion Monitoring (SIM)-Modus detektiert. Der Vorteil des SIM-Modus
ist, dass anstatt der vollstindigen Spektren die lonenstrome ausgewéhlter bekannter
Massen registriert werden. Um nun die Pentaerithritylnitrate von stérenden
Fremdsubstanzen unterscheiden zu konnen, miissen die Signale aller ausgewéhlten
Massen im gleichen Intensititsverhdltnis vorliegen. Zur weiteren Optimierung der
massenspektrometrischen Sensitivitit wurde durch Verdnderung der Konusspannung
die Intensitit einzelner Ionenkandle verindert und die giinstigsten Bedingungen
ermittelt.

Die quantitative Erfassung von PETN und seinen Metaboliten im Perfusionsmedium
blieb auf einen exemplarischen Versuch (PETN 08) beschriankt, da der Aufwand dieser

Messmethode zu gro83 ist.

3.6.2 Antipyrinbestimmung

Das nichtsteroidale Antiphlogistikum Antipyrin wird synonym auch als Phenazon
bezeichnet. Es gehort der Gruppe der Pyrazolone an. Die chemische Bezeichnung lautet
2,3-Dimethyl-1-phenyl-3-pyrazolin-5-on (C;;H;2N>O).

Die Konzentration von Antipyrin wurde nach einer Methode von Brodie und
Mitarbeiter (Brodie et al. 1949) bestimmt. Zu 0,5 ml Perfusat wurde je 0,5 ml 10%
Zinksulfatlosung und 0,75 M Natronlauge zur Proteinfillung zugegeben, 30 min
geschiittelt und 0,5 ml Uberstand pipettiert. Das gewonnene Serum wurde mit 0,5 ml
einer Losung, bestehend aus 10 ml 0,2% Natriumnitrat, 10 ml 2 M Schwefelsdure und
80 ml H,O vermischt und nach 15 min bei einer Wellenlinge A =350 nm am
Spektrometer als Anderung der Extinktion zum Leerwert gemessen. Mittels einer
mitgefiihrten Eichkurve wurde die Konzentration des Antipyrin mit der Einheit [pg/ml]
bestimmt.

Die Antipyrinclearance dient als ein Qualitdtskriterium und wurde wihrend der
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30-miniitigen, offenen Perfusion vor dem eigentlichen Beginn des Experiments
bestimmt.

Um den Antipyrintransfer vom maternalen in den fetalen Kreislauf als Clearance
berechnen zu konnen, kam die folgende Formel nach Schneider und Mitarbeiter

zur Anwendung (Schneider et al. 1985):

C. .
Antipyrinclearance [ml/min] = f“—Qfe’

mat

Crt:  Antipyrinkonzentration [g/ml] - fetal nach 30 min
Cmat:  Antipyrinkonzentration [pg/ml] - maternal zum Zeitpunkt Null
Qf:  Flow [ml/min] - fetal

3.6.3 Kreatininbestimmung

Die Konzentration von Kreatinin wurde mittels Kit 555 (SIGMA Diagnostics)
kolorimetrisch bestimmt. Die Methode ist ein Farbtest ohne Enteiweisung, bei dem
Kreatinin in alkalischer Losung mit Pikrat einen gelb- orangefarbenen Farbkomplex
bildet. Dieses Verfahren beruht auf der Jaffe-Reaktion (Jaffé 1886) und wurde von Slot
(Slot 1965) angepasst. Spater wurde das Verfahren von Heinegard und Tiderstrom
(Heinegard and Tiderstrom 1973) erneut modifiziert, dabei wurde die Notwendigkeit
eines Proteinniederschlages aufgehoben. Ein Saurereagenz, bestehend aus
Schwefelsdure und Essigsdure 16st den Farbkomplex mit Kreatinin bei niedrigem
pH-Wert wieder auf. Die Farbintensitdt vor und nach S&urezugabe wurde bei einer
Wellenldnge von A =500nm am Spektrometer gemessen. Die Differenz der
gemessenen Farbintensitdten ist der Kreatininkonzentration proportional. Die

Kreatininkonzentration wird in der Einheit [pl/ml] angegeben.

3.6.4 Glukosebestimmung

Die Glukosekonzentration wurde am Beckman Glucose Analyzer 2 (USA) gemessen.
Dem hier verwendeten Prinzip liegt die enzymatische Oxidation von B-D-Glukose in
Gegenwart von Glukoseoxidase zugrunde. Die Glukoseoxidase ist in der kommerziellen

Enzymlésung GOD in einer Konzentration von 150 kU/I enthalten (Bergmeyer 1974).
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Die Reaktionsgleichung lautet:

Glu cos eoxidase

B-D-Glucose + O, + H,0O >  D-Glukonsaure + H,O

Die Abnahme des Sauerstoffes wurde an einer Sauerstoffelektrode gemessen und ist der
umgesetzten Glukosemenge proportional. Mittels Eichung des Gerites mit kommerziell

erhéltlichen Standardlésungen konnte die Konzentration in [mmol/lI] bestimmt werden.

3.6.5 Laktatbestimmung

Die Laktatkonzentration wurde am Blood Gas Analyzer Omni 990 (AVL/Roche,
Deutschland) bestimmt. Das Gerét ermittelt die Laktatkonzentration [mmol/l] mittels
elektrochemischer Messung der Spannungsdifferenz an einer Laktat-selektiven

Elektrode.

3.6.6 Bestimmung des Humanen Choriongonadotropin

Humanes Choriongonadotropin (B-HCG) ist ein Hormon, welches von den
Trophoblasten sezerniert wird. Es wurde mit einem Mikropartikel-Enzymimmunoassay
(MEIA) am AxZYM-Analysegerdt nach der Methode von Abbott (Abbott 1997)
bestimmt. Der Uberstand der zentrifugierten Proben wurde verdiinnt und ein Konjugat
aus enzymmarkierten B-HCG Antikorper (alkalische Phosphatase) und mit Anti-B-HCG
beschichteten Mikropartikeln hinzu pipettiert. Das B-HCG bindet sowohl die
enzymmarkierten Antikorper als auch die antikdrpergebundenen Mikropartikel. Auf
diese Weise entsteht ein Antikorper-Antigen-Antikdrper-Komplex. Dieses Gemisch
wurde auf eine Glasfasermatrixzelle iiberfiihrt, an der sich die Mikropartikel irreversibel
binden. Nicht gebundene Substanzen wurden ausgewaschen. Hinzugefiigtes
4-Methylumbelliferylphosphat wird von der alkalischen Phosphatase hydrolysiert und
es entsteht das Fluoreszenzprodukt Methylumbelliferon. Ein optisches MeBsystem misst
das nach einer Anregung von A =365 nm emittierte Licht bei einer Wellenldnge von
A =448 nm. Die Geschwindigkeit, mit der das Fluoreszenzprodukt auf der Matrix
gebildet wird, ist proportional zur Konzentration des B-HCG in der Probe. Man erhilt

ein quantitatives Ergebnis mit der Einheit [m1U/ml].
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3.6.7 Blutgasanalyse

Unmittelbar nach der Probenentnahme wurden Sauerstoffgehalt und pH-Wert am
Blutgasmessgerdt ABL 500 (Radiometer Kopenhagen) bestimmt. Der pH-Wert wurde
in Proben aus dem zufiihrenden Schenkel des miitterlichen als auch des fetalen
Kreislaufes bestimmt und bei Bedarf mit 1 M NaOH auf einen pH = 7,4 korrigiert. Der
Sauerstoffgehalt wurde sowohl im zufiihrenden als auch im abfiihrenden Schenkel
beider Kreisldufe gemessen. Aus den Werten wurde der Gesamtverbrauch des
Sauerstoffes als Differenz der Konzentrationen im zufiihrenden und abfiihrenden
Schenkel im maternalem Kompartiment, der Transfer vom maternalen zum fetalen
Kompartiment und der Sauerstoffverbrauch durch das Plazentagewebe berechnet. Nach
Wier und Mitarbeitern (Wier et al. 1983) berechnet sich der Sauerstoffverbrauch und

-transfer wie folgt:

Gesamt = 02 - Verbrauch [ml/mln . kg] — (PMzu - PMab ) . 0,0239 ) QM

B-P.,) w
Pvzuman:  Sauerstoffpartialdruck in - mmHg im  zu-/abfiilhrenden Schenkel des maternalen
Kompartiments
Pg: Luftdruck in mmHg zum Zeitpunkt der Perfusion
Puoo: Wasserverdampfungsdruck bei 37 °C in mmHg, Pyj,o = 47,1 mmHg
Qum: Flussrate im maternalen Perfusat [ml/min]
W: Kotyledongewicht in kg
Loslichkeitskoeffizient der Perfusionslosung: 0,0239 (Wier et al. 1983)

(PFab — P, ) 0,0239 ) Or
(P, ~Pyo) w

O, - Transfer [ml/min-kg] =

Prab: Sauerstoffpartialdruck in mmHg im ab-/zufiihrenden Schenkel des fetalen Kompartiments

Qg fetale Flussrate [ml/min]

Der Sauerstoffverbrauch des Plazentagewebes berechnet sich aus der Differenz von

Gesamtverbrauch und Transfer:

Plazentarer O, - Verbrauch [ml/min-kg]= 0O, - Gesamtverbrauch - O, - Transfer
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3.7 Statistische Auswertung

Die gemessenen Konzentrationen von Antipyrin, Creatinin, Laktat, B-HCG, Glukose
sowie der Perfusionsdruck wurden als prozentuale Verdnderung zur
Ausgangskonzentration umgerechnet. Die Absolutwerte sind in Tabellen im Anhang
aufgefiihrt.

Es hat sich in den Messergebnissen gezeigt, dass die unterschiedlichen Plazenten einen
unterschiedlichen Stoffumsatz aufwiesen. Durch die Normierung wurde ein Vergleich
der Perfusionen verschiedener Plazentakotyledone ermoglicht.

Unter Verwendung der Statistik-Software SPSS 19.0 wurde fiir die verschiedenen
Parameter jeweils eine Varianzanalyse mit Messwiederholung durchgefiihrt. Die
Signifikanzen wurden mit der ,,Greenhouse-Geisser-Methode berechnet. Zur
Berechnung der Signifikanzen fiir den Sauerstofftransfer und -verbrauch wurde der
zweiseitige gepaarte T-Test nach Student verwendet.

Unter der Verwendung der Software Microsoft Excel 2003 wurden alle Daten als
prozentuale Verdnderung zur Ausgangskonzentration umgerechnet und daraus die
Mittelwerte mit den dazugehorigen Standardabweichungen berechnet.

Um den Verlauf der Experimente graphisch darzustellen, wurden die Mittelwerte mit
den Standardabweichungen in Liniendiagrammen abgebildet. Zur besseren Ubersicht
wurden die Standardabweichungen jeweils nur in eine Richtung abgetragen. Fiir den

Sauerstofftransfer und -verbrauch wurden jeweils Boxplots erzeugt.
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4.1 Antipyrin

Wéhrend der Dauer der  sechsstiindigen  Perfusionen  konnten  eine
Konzentrationsabnahme des Antipyrins im maternalen Kreislauf und eine
Konzentrationszunahme im fetalen Kreislauf bestimmt werden. Aufgrund seines
niedermolekularen und lipophilen Charakters fand ein flusskontrollierter Ubertritt des
Antipyrins in den fetalen Kreislauf statt. Es wurde rasch ein Equilibrium der

Konzentrationen erreicht (Egbe 2002).
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Abbildung 4.1: 1. Versuch unter Zugabe von PETN

Antipyrintransfer vom maternalen zum fetalen Kompartiment; wéhrend der Kontrollphase 0-120 min
erfolgte eine Perfusion ohne Medikament, die Hauptphase 130-370 min erfolgte unter Zugabe von PETN

Die Kurven in Abbildung 4.1 zeigen den zu erwartenden Konzentrationsverlauf und

belegen die Konstanz des Antipyrintransfers.
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Abbildung 4.2: 7. Versuch unter Zugabe von PETN

Antipyrintransfer vom maternalen zum fetalen Kompartiment, wihrend der Kontrollphase 0-120 min
erfolgte eine Perfusion ohne Medikament, die Hauptphase 130-370 min erfolgte unter Zugabe von PETN
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Im Gegensatz dazu zeigte der Verlauf im 7. Versuch (s. Abb. 4.2) unter Zugabe von
PETN deutlich, dass die perfundierten Areale auf der fetalen und maternalen Seite der
Austauschmembran der Plazenta nicht giinstig getroffen wurden und somit kein
optimaler Transfer stattfinden konnte. Dieser Versuch wurde daher von der gesamten
Auswertung ausgeschlossen.

Beim Vergleich der PETN-Perfusionen mit den Leer-Perfusionen (s. Abb. 4.3) ist die
Kongruenz der Konzentrationskurven deutlich zu erkennen. Bei der statistischen
Auswertung konnten weder auf der maternalen Seite ( p = 0,673 ) noch auf der fetalen

Seite ( p = 0,532 ) signifikante Unterschiede festgestellt werden.
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Abbildung 4.3:  Antipyrintransfer vom maternalen zum fetalen Kompartiment als Mittelwert

Leer-Perfusion n=6, PETN-Perfusion n=38; wdihrend der Kontrollphase 0-120 Minuten erfolgte eine
Perfusion ohne Medikament, die Hauptphase 130-370 Minuten erfolgte unter Zugabe von PETN

Dies verdeutlicht, dass PETN keinen Einfluss auf die Flussrate an der Austauschfldche
der Plazenten hatte. Demzufolge kann von einem unbeeinflussten Transfer

flussabhidngiger Substanzen ausgegangen werden.

4.2 Kreatinin

Die Kreatininkonzentration wurde wéhrend der sechsstiindigen Perfusionen sowohl im
maternalen als auch im fetalen Kompartiment bestimmt und ist in nachfolgender

Abbildung 4.4 dargestellt.



Ergebnisse 40

Das hydrophile Kreatinin diffundierte langsam vom maternalen in den fetalen Kreislauf,
so dass nach sechs Stunden noch kein Equilibrium erreicht war. Der Ubertritt des
Kreatinins ist membranlimitiert und abhéngig von der Grof3e der Austauschfldache. Die
Konstanz des Kreatinintransfers beschreibt die Stabilitit der Permeabilitdt wihrend der
Dauer der Perfusion und ldsst Riickschliisse auf einen Defekt in der plazentaren
Membran zu. Wie der Abbildung 4.4 zu entnehmen ist, bestand kein Membrandefekt

wahrend unserer Versuche.
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Abbildung 4.4:  Kreatinintransfer vom maternalen zum fetalen Kompartiment als Mittelwert

Leer-Perfusion n=6, PETN-Perfusion n=38; wihrend der Kontrollphase 0-120 Minuten erfolgte eine
Perfusion ohne Medikament, die Hauptphase 130-370 Minuten erfolgte unter Zugabe von PETN

Bei dem Vergleich der Leer-Perfusionen mit den Werten der PETN-Perfusionen
konnten bei der statistischen Auswertung weder auf der maternalen Seite (p =0,767)
noch auf der fetalen Seite (p = 0,721 ) signifikante Unterschiede des Kreatinintransfers
festgestellt werden. Das weist darauf hin, dass die Applikation von PETN die GroB3e der

Austauschflidche nicht beeinflusst.

4.3 Glukose

Im Verlauf der Perfusionen mit Pentaerithrityltetranitrat entwickelte sich die
Glukosekonzentration kontinuierlich sinkend sowohl im fetalen als auch im maternalen
Kreislauf. Dies deutet auf die Fahigkeit der Glykolyse des ex vivo Plazentakotyledons
hin.
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Abbildung 4.5:  Glukoseverbrauch im maternalen Kompartiment als Mittelwert

Leer-Perfusion n=6, PETN-Perfusion n=8; wdhrend der Kontrollphase 0-120 Minuten erfolgte eine
Perfusion ohne Medikament, die Hauptphase 130-370 Minuten erfolgte unter Zugabe von PETN

Glukosekonzentration - fetal
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Abbildung 4.6:

Leer-Perfusion n=6, PETN-Perfusion n=8; wdhrend der Kontrollphase 0-120 Minuten erfolgte eine
Perfusion ohne Medikament, die Hauptphase 130-370 Minuten erfolgte unter Zugabe von PETN

Glukoseverbrauch im fetalen Kompartiment als Mittelwert

In den Abbildungen 4.5 und 4.6 stellt sich ein deutlicher Konzentrationsabfall der
Glukose dar. Die Abnahme des Glukoseverbrauchs in den letzten beiden Stunden
(Minute 250-370) der Experimente beruhte auf dem abnehmenden Glukoseangebot in
der Perfusionslosung. Es besteht jedoch kein signifikanter Unterschied sowohl im
maternalen (p=0,568) als auch im fetalen (p=0,393) Kreislauf zwischen

Leer-Perfusionen und den mit PETN versetzten Perfusionen.
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4.4 Laktat
Im Verlauf der sechsstiindigen Perfusionen konnte eine Zunahme der

Laktatkonzentration gemessen werden. Diese Konzentrationszunahme wéhrend der
Perfusionen mit PETN war vergleichbar mit in den

Leer-Perfusionen (s. Abb. 4.7 u. 4.8).
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Abbildung 4.7:

Leer-Perfusion n=6, PETN-Perfusion n=38; wdihrend der Kontrollphase 0-120 Minuten erfolgte eine
Perfusion ohne Medikament, die Hauptphase 130-370 Minuten erfolgte unter Zugabe von PETN

Laktatproduktion im maternalen Kompartiment als Mittelwert

Laktatkonzentration - fetal

Fehlerindikator: plus 1< beileer, minus 13 bei PETH

I
Pat
/ T
ad

=
=]

I
=

—#— Fetal - PETN

—u— Fetal - leer

o

% der Ausgangskonzentration
g 8 B

]
(=
H

i

120 210 40 360
Zeit [min]

i) 30 B0 an 120 150 2v0 300 330 390

Abbildung 4.8:

Leer-Perfusion n=6, PETN-Perfusion n=8; wdhrend der Kontrollphase 0-120 Minuten erfolgte eine
Perfusion ohne Medikament, die Hauptphase 130-370 Minuten erfolgte unter Zugabe von PETN

Laktatproduktion im fetalen Kompartiment als Mittelwert
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Bei der statistischen Auswertung konnten weder auf der maternalen Seite (p = 0,844 )
noch auf der fetalen Seite ( p = 0,299 ) signifikante Unterschiede der Laktatproduktion

festgestellt werden.

4.5 Humanes Choriongonadotropin

Der ex vivo perfundierte Kotyledon besitzt die Fahigkeit, kontinuierlich das
Proteohormon B-HCG zu sezernieren. Im maternalen Kreislauf lie sich, wie in der

Abbildung 4.9 dargestellt, daher eine Zunahme der f-HCG-Konzentration messen.
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Abbildung 4.9:

Leer-Perfusion n=6, PETN-Perfusion n=8; wdhrend der Kontrollphase 0-120 Minuten erfolgte eine
Perfusion ohne Medikament, die Hauptphase 130-370 Minuten erfolgte unter Zugabe von PETN

p-HCG-Produktion im maternalen Kompartiment als Mittelwert

Die B-HCG-Sekretion der PETN-Perfusionen war vergleichbar ( p = 0,879 ) mit der der

Leer-Perfusionen.

4.6 Perfusionsdruck

Wihrend der sechsstiindigen ex vivo Perfusion von Plazentakotyledonen zeigte sich in
den Kontrollexperimenten ein relativ konstanter Perfusionsdruck, der jeweils zum Ende
jeder Perfusion einen leichten, jedoch nicht signifikanten Anstieg (p=0,253) zu

verzeichnen hatte.
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In den vergleichenden Perfusionen, unter Zugabe von PETN, konnte auch hier kein

signifikanter Unterschied in der Perfusionsdruckentwicklung gemessen werden

(p=0,490).
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Abbildung 4.10: Perfusionsdruck im fetalen Kompartiment als Mittelwert

Leer-Perfusion n=6, PETN-Perfusion n=8; wdhrend der Kontrollphase 0-120 Minuten erfolgte eine

Perfusion ohne Medikament, die Hauptphase 130-370 Minuten erfolgte unter Zugabe von PETN

PETN beeinflusste die Kontraktilitat

normotensiven Druckverhéltnissen nicht.

4.7 Sauerstofftransfer

der plazentaren Gefdflstrombahn unter

Der Sauerstofftransfer vom maternalen in das fetale Kompartiment blieb auch nach

einmaliger Zugabe von PETN in das Perfusionsmedium (Minute 130) konstant. Bei der

statistischen Auswertung konnte kein signifikanter Unterschied (p =0,402) beim

Sauerstofftransfer zwischen den Leer-Perfusionen und den PETN-Perfusionen

festgestellt werden.

Wie in der Abbildung 4.11 ersichtlich wird, gab es bei den Messwerten eine erhebliche

Variabilitit. Dies ldsst sich auf die Berechnung des Sauerstofftransfers aus mehreren

einzelnen Messungen zuriickfiihren. Diese wurden zum Teil durch unterschiedliche

Personen durchgefiihrt und damit unterschiedlich stark beeinflusst.
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Abbildung 4.11: Sauerstoffiransferrate vom maternalen zum fetalen Kreislauf

wihrend der Kontrollphase 0-120 Minuten erfolgte eine Perfusion ohne Medikament, die Hauptphase
130-370 Minuten erfolgte unter Zugabe von PETN

4.8 Sauerstoffverbrauch

Beim statistischen Vergleich des Sauerstoffgesamtverbrauches in der Perfusionslosung
lie sich sowohl zwischen den Kontroll- als auch Hauptphasen der Plazentaperfusionen
ohne und mit PETN in der Hauptphase ein signifikanter Unterschied (p = 0,009 )
feststellen, der auf die spezifischen Perfusionsbedingungen zuriickzufiihren ist.

Vergleicht man nun die Kontroll-Phasen der PETN-Perfusionen mit deren
Haupt-Phasen, so kann jedoch kein signifikanter Unterschied (p=0,869)

nachgewiesen werden.
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Abbildung 4.12: Sauerstoffgesamtverbrauchsrate in der Perfusionslosung

wiéhrend der Kontrollphase 0-120 Minuten erfolgte eine Perfusion ohne Medikament, die Hauptphase
130-370 Minuten erfolgte unter Zugabe von PETN
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In der Abbildung 4.12 wird ersichtlich, dass die berechneten Sauerstoffverbrauchswerte
der PETN-Perfusionen im Vergleich zu denen der Leer-Perfusionen eine deutlich
groflere Streuung aufweisen.

Dies ist analog zum Sauerstofftransfer auf die Berechnung des Sauerstoffverbrauchs aus
mehreren einzelnen Messungen, die von unterschiedlichen Personen durchgefiihrt

wurden, zuriickzufiihren.

Der plazentare Sauerstoffverbrauch berechnet sich aus der Differenz des
Gesamtsauerstoffverbrauches und dem Sauerstofftransfer in den fetalen Kreislauf. Da
hier eine direkte Korrelation zu den Ergebnissen des Gesamtverbrauches besteht, enthélt
das zu erwartende Ergebnis dieselben variablen Werte.

Beim statistischen Vergleich der Kontroll-Phasen der PETN-Perfusionen mit deren
Haupt-Phasen  konnte  kein  signifikanter = Unterschied (p=0,941) beim

Sauerstoffverbrauch in der Plazenta festgestellt werden.
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Abbildung 4.13: Sauerstoffverbrauchsrate im fetalen Kreislauf

wiéhrend der Kontrollphase 0-120 Minuten erfolgte eine Perfusion ohne Medikament, die Hauptphase
130-370 Minuten erfolgte unter Zugabe von PETN

Zusammenfassend kann man feststellen, dass die Berechnungen des
Sauerstoffverbrauches und des Sauerstofftransfers sehr variabel sind und durch die

Zugabe von PETN unbeeinflusst bleiben.



Ergebnisse 47

4.9 Transplazentarer Transfer von PETN und seinen

Metaboliten

Nach der Entwicklung einer neuen sensitiveren Nachweismethode fiir PETN und dessen
Metaboliten konnte anhand der Perfusion PETN 08 die Transfercharakteristik bestimmt
werden. Nach Zugabe von PETN bei 130 Minuten (M130) ist deutlich zu erkennen
(s. Abb. 4.14), dass die Konzentration von PETN im maternalen Kompartiment
abnimmt und nach vierstiindiger Perfusion (M370) nicht mehr nachzuweisen ist.
Stattdessen tritt PEdiN als nachweisbarer Metabolit nach drei Stunden (M310) auf,

PEmonoN und PEtriN hingegen kénnen nicht nachgewiesen werden.
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Abbildung 4.14: Messergebnisse des Perfusionsversuches PETN 08.

Die Zahlen an der x-Achse bezeichnen die Minuten der Perfusionsdauer. Bei 130 Minuten erfolgt die
Zugabe des PETN in das maternale Medium (Voigt 2005)

Auf der fetalen Seite (s. Abb. 4.15) konnte man nach 90 Minuten Perfusion mit PETN
(F220) ausschlieBlich PEdiN als wirksamen Metaboliten erfassen. Uber den
weiteren Perfusionsverlauf von 4 Stunden wurde kein weiterer Konzentrationsanstieg
beobachtet.

Daraus ldsst sich schlussfolgern, dass PETN vollstindig metabolisiert und als solches

nicht in der Lage ist, in das fetale Kompartiment zu wechseln. Dennoch kann eine
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Einlagerung von PETN oder seinen Metaboliten in das Plazentagewebe nicht

ausgeschlossen werden.

Metabolismus und Transfer von PE4N auf der fetalen
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Abbildung 4.15: Messergebnisse des Perfusionsversuches PETN 08.

Die Zahlen an der x-Achse bezeichnen die Minuten der Perfusionsdauer. Bei 130 Minuten erfolgt die
Zugabe des PETN in das maternale Medium (Voigt 2005)
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5 Diskussion
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Das Perfusionsmodell

Eine Schwangerschaft stellt fiir den menschlichen Organismus eine grof3e
Herausforderung dar. Dabei kann es zu Storungen kommen, welche der miitterliche
Korper tiber einen ldngeren Zeitraum mitunter nicht selbst zu regulieren vermag, z. B.
Stoffwechselentgleisungen wie Diabetes, ungiinstige Blutdruckverhéltnisse, Gestose,
vorzeitige Wehentdtigkeit, Infektionen und vieles mehr. Diese konnen sich ungiinstig
auf die fetale Entwicklung, aber auch auf das miitterliche Wohlergehen auswirken.

Um dennoch eine optimale Versorgung fiir Mutter und Kind zu gewihrleisten, miissen
einige Erkrankungen medikamentds therapiert werden. Da es von vielen Medikamenten
nur unzureichende Erfahrungen iiber die Anwendung in der Schwangerschaft bzw.
Auswirkungen auf den Feten gibt, werden medikamentdse Interventionen immer noch
zuriickhaltend gestellt.

In den vergangenen Jahren wurden einige Studien zur Anwendung von Medikamenten
in der Schwangerschaft und Stillzeit durchgefiihrt, um die therapeutischen
Moglichkeiten weiter zu erdffnen. Darunter gibt es aus ethischen Griinden und
wegen der unbekannten Risiken fiir das Ungeborene und fiir die Mutter kaum in vivo
Studien.

Lediglich wenige Fallbeschreibungen zur Analyse von maternalem und fetalem Blut
nach Applikation notwendiger Medikation wurden beschrieben (Bourget et al. 1995).
Die meisten in vivo Modelle beruhen auf Versuchen mit trachtigen Tieren. Hierfiir
werden zundchst Méuse und Ratten verwendet, in einem spéteren Stadium der Testung
erfolgen dann Untersuchungen an Kaninchen, Schafen bis hin zu Primaten
(Dickinson et al. 1980, Kumar et al. 2000, Omarini et al. 1991, Patterson et al. 2000).
Bei den am héufigsten verwendeten in vitro Modellen handelt es sich um
Zellkulturversuche mit isolierten Zellen aus Primdrmaterial oder Zelllinien (z. B.
Corioncarcinomzellen, Trophoblastzelllinien (Malle et al. 2003). Des Weiteren kénnen
plazentare Explantate, Microsomen oder Membranvesikel fiir Untersuchungen genutzt
werden Bei diesen Untersuchungen stehen jedoch Fragen der Signaltransduktion im
Vordergrund, Aussagen zum Transfer konnen nicht getroffen werden
(Myren et al. 2007).

Die ex vivo Plazentaperfusion hingegen bietet gute Voraussetzungen zur Untersuchung
des Pharmakatransfers von der Mutter auf den Fetus und moglicher Nebenwirkungen
auf den plazentaren Metabolismus. Das in der vorliegenden Arbeit angewandte Modell

der zweiseitigen humanen Plazentaperfusion stellt das bei weitem komplexeste Modell
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dar, um den transplazentaren Transfer von Substanzen {iber die humane Plazenta zu
untersuchen.

Dabei handelt es sich um ein ex vivo Modell, welches schon fiir die Testung der
unterschiedlichsten Substanzklassen zum FEinsatz kam. Neben Pharmaka aus
verschiedenen Anwendungsgebieten, Nahrstoffen und Umweltschadstoffen, wurden
bereits diverse Proteine, Cytokine und Allergene in diesem Modellsystem untersucht
(Myllynen et al. 2008, Wick et al. 2009).

Zum Teil liegen auch parallele Untersuchungen zu Tiermodellen oder Untersuchungen
an Nabelschnurblutproben bzw. miitterlichen Blutproben vor, die grotenteils mit den in
der  Perfusion erhaltenen  Daten  vergleichbar sind  (Myren et al. 2007,
Vahakangas and Myllynen 2006). Glyceroltrinitrat wurde beispielsweise im Rahmen
einer dualen Plazentaperfusion durch Bustard et al. untersucht und konnte im Vergleich
mit einer in vivo Versuchsreihe durch Heymann et al. am trachtigen Schaf eine positive
Ubereinstimmung der erhobenen Daten zeigen (Bustard et al. 2002, Heymann et al.
1994).

Das Modell der zweiseitigen humanen Plazentaperfusion erlaubt nicht nur Riickschliisse
tiber den transplazentaren Transfer von Substanzen, sondern gestattet dariiber hinaus
auch Aussagen zum Plazentametabolismus, zum Speicherverhalten, der akuten
Toxizitdt und der Rolle von Transportern, zur Vaskularisierung der humanen Plazenta
und erlaubt eine Bewertung hinsichtlich der potentiellen Belastung des Fetus. Auch hier
konnten bereits wichtige Ergebnisse in einer Studie der Universititsfrauenklinik Jena
z. B. iiber den Einfluss von anorganischem Quecksilber auf den Plazentametabolismus
erhoben werden (Kluss 2001).

Das Modell weist aber auch einige Einschrankungen auf, die bei der Betrachtung der
Ergebnisse ebenfalls beriicksichtigt werden miissen: Fiir die Perfusionsversuche stehen
nur Plazenten im letzten Drittel der Schwangerschaft zur Verfiigung, Aussagen zur
Frithschwangerschaft kdnnen an diesem Modell nicht getroffen werden. Ebenso sind
chronische Effekte an diesem Modell nicht nachvollziehbar. Die Versuchsbedingungen
sind den physiologischen nachempfunden, koénnen sie aber nur bis zu einem
bestimmtem Grad simulieren. So fehlt z. B. der Hauptsauerstofftrager im Nahrmedium,
auBerdem wird Rinderserumalbumin in hohen Konzentrationen an Stelle des humanen
Pendants zugesetzt. Somit lassen sich die gewonnenen Ergebnisse nicht direkt auf die

Situation in vivo lbertragen. Im Ergebnis der Perfusionsversuche kénnen aber Daten
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verglichen werden, die in Perfusionen mit und ohne Zusatz der zu untersuchenden
Substanz gewonnen wurden.

Im Vordergrund der vorliegenden Arbeit stand daher die Frage des transplazentaren
Ubertritts von PETN und seinen Metaboliten in das fetale Kompartiment und dessen

Auswirkungen auf den Stoffwechsel, die Sauerstoffversorgung und den GefaBdruck.

Die Qualitdtsmarker - Antipyrin und Kreatinin

Der Zusatz der klassischen Kontrollsubstanzen Antipyrin und Kreatinin diente zur
Uberpriifung von Membranverinderungen der Gefée wihrend der Perfusion.

Der Verlauf der Antipyrinkonzentration wurde als Qualitdtskriterium fiir einen
optimalen Transfer zwischen maternalem und fetalem Kompartiment bestimmt. Die
flusslimitierte Diffusion von Antipyrin erfolgte aufgrund seines niedermolekularen und
lipophilen Charakters schnell vom maternalen ins fetale Kompartiment. Es wurden
keine signifikanten Unterschiede beim Vergleich der PETN-Perfusionen mit den
Leer-Perfusionen festgestellt. Dies zeigt, dass die Verabreichung von PETN keinen
Einfluss auf die Flussrate an der Austauschfldche der Plazenten hatte. Demzufolge kann
von einem unbeeinflussten Transfer flussabhéngiger Substanzen ausgegangen werden.
Als weiteres Qualitdtskriterium wurde der Verlauf der Kreatininkonzentration bestimmt.
Der Ubertritt des Kreatinins ist membranlimitiert und abhiingig von der Gréfe der
Austauschfliche. Die Konstanz des Kreatinintransfers beschreibt die Stabilitdt der
Permeabilitdt wahrend der Dauer der Perfusion und ldsst Riickschliisse auf Defekte in
der plazentaren Membran zu, welche wéhrend der Versuchsreihen nicht auftraten. Es
konnte in der Arbeit nachgewiesen werden, dass die Applikation von PETN die Grofle

der Austauschfliache nicht beeinflusst.

Vasotonus

Da PETN bisher seine Anwendung hauptséchlich in der Kardiologie gefunden hat,
liegen hinsichtlich seiner Wirksamkeit auf den kardialen Blutdruck umfassende
Erfahrungen vor. Diese zeigen iiberwiegend, dass Nitrate vorwiegend blutdrucksenkend
wirken bei Hypertonikern, nicht aber bei Normotensiven. Uber die Anwendung in der
Schwangerschaft jedoch fehlen bisher ausreichende Erfahrungen {ber das
Wirkungsspektrum hinsichtlich der plazentaren Durchblutung und somit auch iiber die

Beeinflussung der fetalen Nutrition.
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In einer vorausgegangenen gleichartigen experimentellen Studie, in der das Verhalten
von Glyceroltrinitrat an der Plazenta untersucht wurde, zeigte sich, dass bei maternaler
Applikation Glyceroltrinitrat zu einer deutlichen Vasorelaxation in den fetalen
arteriellen Gefdflen wéhrend der Plazentaperfusion gefiihrt hat. Dabei korrelierte die
Reduktion des fetalen Perfusionsdruckes mit der GTN-Konzentration im
Perfusionsmedium. Des Weiteren wurde beobachtet, dass eine rasche Elimination des
GTN aus den Perfusionsmedien zu einem erneuten Druckanstieg flihrte (Egbe 2002).
Eine vergleichbare gefidBBerweiternde Wirkung des GTN wurde in der Vergangenheit
bereits in Studien von Reiber und Noschel bei der zweiseitigen ex vivo Perfusion der
Plazenta beobachtet (NOschel et al. 1982, Reiber et al. 1984).

In Untersuchungen der Arbeitsgruppen um Myatt und King konnte gezeigt werden, dass
NO eine bedeutende Rolle bei der Erhaltung des physiologisch niedrigen fetalen
Gefdfitonus im perfundierten humanen Plazentakotyledon spielt (King et al. 1995,
Myatt et al. 1991). Weitere Arbeiten wiesen nach, dass neben dem Erhalt des niedrigen
Basaltonus der fetalen GefiBle NO die Wirkung von Vasokonstriktoren auf fetale
Plazenta- und ChorionplattengefdBle abschwicht (Gude et al. 1992, Myatt et al. 1991).
Nach Untersuchungen von Byrne et al. beeinflusst GTN den basalen Perfusionsdruck
nicht, so dass sie vermuteten, dass die basale NO-Freisetzung bereits zu einer
maximalen GefaBBerweiterung in der perfundierten humanen Plazenta fiihrte
(Byrne et al. 1997).  Tatsdchlich  untersuchten  weitere  Arbeitsgruppen  die
gefdfrelaxierende Wirkung des GTN nachdem sie die Plazentagefile mit
Vasokonstriktoren artifiziell verengten. Alle fanden hier eine gegeniiber den
Vasorelaxantien herausragende erweiternde Wirkung des GTN (Gude et al. 1992,
Howard et al. 1987, Myatt et al. 1991).

In dieser Arbeit wurde mit Plazenten von gesunden Schwangeren gearbeitet, so dass ein
erhohter Vasotonus der plazentaren GefdBe (als Grundlage einer hypertensiven
Erkrankung) ausgeschlossen war. Es wurde die Wirkung von PETN an normotensiven
Plazenten ohne die vorherige Zugabe von Vasokonstriktoren untersucht.

Wihrend der sechsstiindigen Perfusionen konnte sowohl im maternalen als auch im
fetalen GefdaBBbett auch nach Zugabe von PETN ein relativ konstanter Perfusionsdruck
beobachtet werden. Lediglich zum Ende der Perfusionen war ein leichter, jedoch nicht
signifikanter Anstieg zu verzeichnen. Eine Drucksenkung konnte im Vergleich zu den
Arbeiten mit Glyceroltrinitrat bzw. beim therapeutischen Einsatz des PETN im

kardiologischen Bereich nicht erzielt werden. Auch in Studien iiber PETN, seine
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Metaboliten und andere Nitrate wurde aufgezeigt, dass die vasorelaxierenden
Eigenschaften organischer Nitrate unterschiedlicher als erwartet und hochgradig
abhédngig von der molekularen Struktur und den Substituenten am molekularen Trager
der Nitratgruppe sind (Konig et al. 2008).

Eine Korrelation des Druckanstieges mit der Konzentrationsabnahme durch die
Metabolisation des PETN ist weniger wahrscheinlich, da auch die Zugabe von PETN
bei 130 Minuten keine ausreichende Drucksenkung bewirkte.

Der leichte, nicht signifikante Druckanstieg zum Ende der PETN-Perfusionen und der
Leer-Perfusionen lésst sich auf physiologische Kriterien der Plazenten unter den nicht
idealen Versuchsbedingungen zuriickfiihren. Bei einigen Versuchen fiihrten diese
Kriterien sogar zu einem frithzeitigen Abbruch. Durch fehlende Daten im zweiten Teil
der Hauptphase sowie den groflen Fehlerabweichungen ldsst sich der nicht signifikante
Druckanstieg statistisch erkldren.

Es lasst sich somit zusammenfassend sagen, dass bei normotensiven Druckverhiltnissen
keine signifikante Drucksenkung durch die Zugabe von PETN als NO-Donor erreicht
werden kann. Eine Untersuchung mit Plazenten unter hypertensiven Bedingungen, z. B.
unter vorherigem Zusatz vasokonstiktiver Wirkstoffe in den maternalen Gefdflen ist
anzustreben, um die positive Anwendung von PETN in der Schwangerschaft zu

untermauern.

Sauerstofftransfer und Sauerstoffverbrauch

Eine giinstige Drucksituation in der GefaBstrombahn bewirkt eine optimale
Sauerstoffversorgung des Gewebes. Durch die Relaxation der GefiBBe kommt es zu
einer verlangsamten FlieBgeschwindigkeit und somit zu einer verldngerten
Verweildauer an der Austauschmembran mit der Folge einer gesteigerten Diffusion von
Sauerstoff. Somit wird beispielsweise im kardiologischen Therapiebereich durch die
Senkung der Vorlast mittels NO-Donoren eine bessere Sauerstoffversorgung des
Myokards erzielt.

In einer vergleichbaren Studie von A. Egbe konnte nach Applikation von GTN in das
maternale Kompartiment eine Zunahme des Sauerstofftransfers in das fetale
Kompartiment nachgewiesen werden, wobei dies mit einer gleichzeitigen Reduktion des
Perfusionsdruckes einher ging (Egbe 2002). Im Rahmen der Versuchsreihen der

vorangegangenen Untersuchung ist die Beeinflussung von Sauerstofftransfer und
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Sauerstoffverbrauch durch exogene NO-Donoren am Beispiel von PETN sowohl fiir die
Lebensfahigkeit der Plazenta als auch fiir das fetale Outcome von Bedeutung.

Betrachtet man nun in dieser Arbeit die Entwicklung des Sauerstoffverbrauches, kann
man statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Leer-Perfusionen und den
PETN-Perfusionen gleichméBig iiber alle Phasen hinweg feststellen. Diese lassen sich
einerseits mit dem physiologisch variablen Sauerstoffverbrauch der einzelnen
Plazenten, andererseits durch die Problematik des stark beeinflussbaren Modus der
Probenentnahme begriinden. Durch eine im Nachhinein sich als inoptimal darstellende
Methodik der Probenentnahme kam es immer wieder zu Verdnderungen der O,- und
CO;-Partialdriicke. Aufgrund verschiedener durchfiihrender Personen in den
unterschiedlichen Versuchsabldufen, kann man davon ausgehen, dass die Bedingungen
fiir die Bestimmung des Sauerstoffverbrauches wihrend der Leer-Perfusionen nicht
identisch waren im Vergleich mit den PETN-Perfusionen. Beim Vergleich des
Sauerstoffverbrauches der Kontrollphasen der PETN-Perfusionen mit den PETN
versetzten Hauptphasen ist jedoch kein signifikanter Unterschied mehr feststellbar. Der
Sauerstoffverbrauch wurde somit durch PETN nicht verbessert, aber auch nicht negativ
beeinflusst.

Ebenso wenig Beeinflussung fand der Sauerstofftransfer vom maternalen ins fetale
Kompartiment. Auch hier konnte keine Signifikanz zwischen den vergleichenden
Experimenten ohne und mit PETN {iber den Zeitraum des sechsstiindigen
Versuchsablaufes nachgewiesen werden. Vielmehr verlief der Transfer relativ konstant,
was fir eine zuverldssige Lebensfdhigkeit und Intaktheit des perfundierten
Plazentagewebes spricht. Die Stabilitdt dieser Funktion kann als Indikator fiir die
Lebenstihigkeit des isolierten Kotyledons gelten (Kluss 2001).

Wie in einer Vielzahl von Studien iiber Nitrate, die im Verlauf der letzten Jahre
publiziert wurden, zeigt sich bei Betrachtung der Druckverhéltnisse sowie des
Sauerstoffverbauches und -transfers erneut, dass PETN sich von den anderen Nitraten
hinsichtlich seines Wirkungsspektrums im plazentaren Geféllbett unterscheidet

(Schroder et al. 2008).

Die Stoffwechselparameter

Neben der grundsitzlichen Fragestellung nach der Lebensfdhigkeit sind die

Bestimmungen der verschiedenen Stoffwechselparameter der Plazenta unter dem
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Einfluss von Medikamenten eine Moglichkeit, toxische Wirkungen der Pharmaka zu
untersuchen.

Der Plazentametabolismus in den vorliegenden Experimenten wurde anhand der
Untersuchung von Glukoseverbrauch, Laktatproduktion und der Synthese des Humanen
Choriongonadotropins  (B-HCG) bewertet. Dabei dient der kontinuierliche
Glukoseverbrauch unter ebenso kontinuierlicher Laktatproduktion als Nachweis fiir die
Stoffwechselaktivitit der Plazenta unter Perfusionsbedingungen (Malek et al. 1996,
Polliotti et al. 1996). Die Synthese von B-HCG ist hierbei kennzeichnend fiir die
Stoffwechselaktivitit des Trophoblasten.

In der vorliegenden Arbeit konnte bei sédmtlichen Parametern keine signifikante
Veranderung nach Zugabe von PETN ins Perfusionsmedium erzielt werden.

Der Abbau der Glukosekonzentration erfolgte sowohl in den Leer-Perfusionen als auch
in den mit PETN versetzten Perfusionen kontinuierlich im maternalen und fetalen
Kreislauf. Dies deutet auf eine unbeeintrichtigte Fahigkeit der Glykolyse des ex vivo
Plazentakotyledons hin. Der Glukoseverbrauch unter oxygenierten Verhéltnissen ist in
den Versuchen dieser Arbeit vergleichbar mit vorausgegangenen Studien
(Challier et al. 1985, Egbe 2002, Miller et al. 1985).

Eine ebenso stetige Entwicklung findet man bei Betrachtung der Laktatproduktion.
Auch hier gab es im Vergleich zwischen den Perfusionen mit reiner Perfusionslosung
sowie denen mit PETN keine signifikanten Differenzen. Gleichartige Aussagen wurden
auch schon in fritheren Untersuchungen getroffen, welche andere Nitrate untersuchten
(Cannell 1988, Egbe 2002, Miller et al. 1985).

Auch auf die plazentare Freisetzung von B-HCG hatte die Zugabe von PETN keinen
Einfluss wéhrend der sechsstiindigen Perfusionen. Dabei decken sich die Ergebnisse mit
den Daten anderer Autoren, die die Hormonsekretionsrate unter oxygenierten
Bedingungen bestimmten (Cannell 1988, Egbe 2002, Kay et al. 1995). Die konstante
Sekretion des spezifischen Plazentahormons ist einerseits als Qualitdtskriterium der ex
vivo Perfusion zu werten, andererseits zeigt es, dass PETN nicht mit den
proteinbildenden Enzymen interagiert oder die Exozytose der intrazelluldr liegenden
Hormon speichernden Granula beeinflusst.

Man  kann  demzufolge unter dem = nachgewiesenen  unbeeinflussten
Kohlenhydratstoffwechsel und der ebenso unverdnderten B-HCG Sekretion unter PETN

davon ausgehen, dass die metabolische Aktivitdt des perfundierten Plazentakotyledons
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weder gesteigert noch negativ verdndert wird und somit die nutritive Versorgung des

Feten in vivo unbeeinflusst bleiben diirfte.

Transplazentarer Transfer von PETN und seinen Metaboliten

Weiterhin war zu kldren, ob PETN die Plazentabarriere vom maternalen in den fetalen
Kreislauf iiberwindet. Es zeigte sich in zahlreichen Studien, dass nach oraler
Applikation bisher weder die Muttersubstanz noch PEtriN oberhalb der
Bestimmungsgrenze von 50 pg/ml im Serum nachgewiesen werden konnten. Man geht
deshalb davon aus, dass PEdiN und PEmonoN die wirksamen Metaboliten darstellen.
Nur nach Verabreichung hoher Dosen (10 mg/kg) konnte man Spuren von
unverdndertem PETN im systemischen Kreislauf der Ratte nachweisen
(Weber et al. 1995).

Da bisher keine geeignete Methode zur fliissigchromatographischen Trennung von
Pentaerithritylmononitrat (PEmonoN), -dinitrat (PEdiN), -trinitrat (PEtriN) und
-tetranitrat (PETN) literaturbekannt war, wurde in einer parallel angefertigten
Diplomarbeit von S. Voigt eine geeignete Methode fiir dieses Trennproblem entwickelt.
Die zum Nachweis von PETN und seinen Metaboliten im fetalen Kompartiment
erhobenen Daten stiitzen sich auf eine exemplarische Messung von Proben nur eines
Perfusionsversuches, da der Aufwand der Nachweismethode zu gro war. Zudem
gestaltete es sich zunidchst als Herausforderung, PETN aus der Perfusionslosung zu
extrahieren. Die Wiederfindungsraten der Pentaerithritylnitrate zeigte sich als sehr
variabel. Dennoch gelang es, eine neue Methode =zur Extraktion der
Pentaerithritylnitrate aus der Perfusionslosung zu entwickeln, widhrend die
literaturbekannten Extraktionsverfahren nicht auf das Perfusionsmedium {iibertragen
werden konnten. Der Nachweis von PETN und seinen Metaboliten fiir diese Arbeit
erfolgte mittels der HPLC/MS-Technik (Voigt 2005).

Des Weiteren wurde untersucht, ob es zu Abbau- bzw. Metabolisierungsreaktionen des
PETN wihrend der Perfusionsversuche und der Probenlagerung kam. Dazu wurde das
Stabilitatsverhalten der Pentaerithritylnitrate in der Perfusionsldosung bewertet. S. Voigt
kam zu dem Ergebnis, das in einem Beobachtungszeitraum von fiinf Stunden die
Pentaerithritylnitrate keinem Abbau in Perfusionslosung bei 37 °C unterliegen und
somit im Rahmen der einzelnen Versuche mit einer experimentellen Dauer von
4 Stunden keine Zersetzung erfolgt. Da der zeitliche Aufwand dieser Versuche

allerdings sehr grofl ist, wurde jede Messreihe nur einmal durchgefiihrt. Ebenso
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analysiert wurde die Beeinflussung der Pentaerithritylnitrate durch lange Lagerzeiten,
Lagerung bei -82 °C nach den einzelnen Versuchen sowie dem Auftauen der Proben.
Doch auch hier lieB sich nachweisen, dass die Pentaerithritylnitrate ein stabiles
Verhalten zeigen.

Aus den Resultaten dieser Messreihen kann abgeleitet werden, dass eine auftretende
Abnahme der Konzentration des PETN sowie die Detektion der Metabolite PEmonoN,
PEdiN und PEtriN nicht durch eine Zersetzung der Ausgangssubstanz hervorgerufen
wird, sondern durch den plazentaren Metabolismus und Transfer zustande kommen
muss (Voigt 2005).

Nach Abschluss der experimentellen Versuchsreihe an der zweiseitig perfundierten
Plazenta und nach jeweils einmaliger Dosierung des Pharmakons ins maternale
Kompartiment konnte mittels HPLC/MS-Technik kein Nachweis von PETN im fetalen
Kreislauf erbracht werden. Vielmehr wurde beobachtet, dass es zu einer stetigen
Konzentrationsabnahme des PETN im maternalen Kompartiment kam. Nach
vierstiindiger Perfusion lag PETN unterhalb der Nachweisgrenze. Im fetalen
Kompartiment trat PEdiN als einziger Metabolit des PETN in Erscheinung, wenn auch
nur in geringen Mengen. PEmonoN und PEtriN hingegen fanden keinen Nachweis. Von
einer vollstindigen Metabolisation von PETN vor Ubertritt in den fetalen Kreislauf
kann somit ausgegangen werden. Im Vergleich zu anderen Studien konnte PEmonoN
nicht nachgewiesen werden.

Um diese ersten Resultate auf dem Sektor des Transfers und Metabolismus von PETN

zu untermauern, sollten weitere Proben der einzelnen Perfusionen untersucht werden.
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6 Schlussfolgerung
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Die doppelseitige ex vivo Perfusion der menschlichen Plazenta ist eine etablierte
Methode zur Untersuchung von Stoffwechsel- und Transferleistung der Plazenta. Durch
das Vorliegen eines isolierten Organs kann unter experimentellen Bedingungen und
somit ohne Gefahr fiir Mutter und Kind der Einfluss von Pharmaka unter speziellen
Fragestellungen untersucht werden.

Festzuhalten ist jedoch, dass fiir die Perfusionsversuche nur Plazenten im letzten Drittel
der Schwangerschaft zur Verfiigung stehen, Aussagen zur Frithschwangerschaft konnen
an diesem Modell somit nicht getroffen werden. Ebenso sind chronische Effekte durch
die ex vivo Perfusion nicht nachvollziehbar. Die Versuchsbedingungen sind den
physiologischen nachempfunden, koénnen sie aber nur bis zu einem bestimmtem Grad
simulieren. Daher lassen sich die gewonnenen Ergebnisse nicht direkt auf die Situation
in vivo tibertragen.

PETN hatte in den vorliegenden Experimenten keinen signifikanten Einfluss auf den
Metabolismus des zweiseitig ex vivo perfundierten Plazentakotyledons bei
vierstiindiger Exposition mit dem Pharmakon. Die dabei untersuchten Parameter
Glukoseverbrauch, Laktatproduktion, f-HCG-Synthese sowie der Sauerstoffverbrauch/
-transfer erfuhren keine Verdnderungen im gemessenen Zeitraum. Vielmehr stehen sie
als Qualitatskriterien fiir die uneingeschrinkte Lebensfdhigkeit und Funktion des
Kotyledons. Die unverdnderte Stoffwechselleistung ist ein Hinweis dafiir, dass PETN
den Metabolismus der Plazenta nicht nachhaltig beeinflusst und somit die nutritive
Versorgung des Feten nicht gefdhrdet wird. Es hat sich jedoch auch keine Verbesserung
der Stoffwechselleistung gezeigt, so dass PETN insgesamt im Rahmen dieser
Versuchsreihe keine Verdanderungen bewirkt hat.

PETN konnte im Bereich der Kardiologie bereits gute therapeutische Erfolge
verzeichnen. Sein geringes Nebenwirkungsspektrum und seine Sonderstellung im
Vergleich zu den anderen Nitraten sind wegbereitend fiir den zukiinftigen Einsatz in
anderen Fachgebieten.

Die hier vorgelegten Ergebnisse geben in einem ex vivo Modell wichtige Hinweise fiir
die Sicherheit eines klinischen Einsatzes von PETN hinsichtlich der feto-plazentaren
Einheit, da keinerlei Beeinflussung des plazentaren Metabolismus und der
Transferleistungen als auch kein pharmakologisch relevanter Ubertritt in die fetale

Zirkulation nachweisbar ist.
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