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Die Wissenschatft, richtig verstanden, heilt den Menschen von seinem Stolz;
denn sie zeigt ihm seine Grenzen.

(Albert Schweizer)



Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit beschéaftigt sich mit der stereologischen Untersuchung
histologischer Praparate der gesunden menschlichen Plazenta. Dabei wurde eine
immunhistochemische  Farbetechnik angewandt, um die Unterscheidung
verschiedener Abschnitte des plazentaren Zottenbaumes so objektiv und vom
Untersucher unabh&ngig wie moglich zu gestalten. Die Ergebnisse der Studie sollen

als Referenzdaten fur Untersuchungen an pathologischen Plazenten dienen.

Durch eine spezifische immunhistochemische Farbetechnik gelang es das Protein
Ayamma-smooth-muscle (0-sm)-A k t,i welthes lediglich in der perivaskularen

Manschette sogenannter Stammzotten sowie in perivaskularen Myofibroblasten

exprimiert wird, darzustellen. Die von dieser Manschette ummantelten GefaRe AAKk t i n
positiveri  Zott en di e woemegerd edenrBautteitung zu den peripheren
Austauschgebieten. AAk tnegat i v e Z o diet penpheren Regjionen des
Zottenbaumes und uberwiegend am Stoffaustausch beteiligt. So entsteht unabhangig

von der klassischen histologischen Einteilung anhand des Zottendurchmessers und

des Zottenstromas, eine Einteilung des Zottenbaumes nach immunhistochemischen
Kriterien in AAKti n p @Zoitentypereniit untensdhiedichdnt i n n e

Funktionen.

Anhand von Vergleichen makroskopischer Daten der aktuellen Studie mit bereits
publizierten Daten konnte gezeigt werden, dass die hier untersuchte Plazenta-
population dem Erwartungshorizont fir Daten klinisch unauffélliger menschlicher
Plazenten entspricht (siehe Kapitel 5.3).

Di e aktuell e Studi e zei gt , dass der Vol ume
negativenfi Zotten zur stdigh paealleszanh\folumenantsilelest i on h
intervilldsen Raumes, in dem das mutterliche Blut zirkuliert. Rund um die Nabelschnur
finden sich daher Korrelate einer intensiveren Verzahnung matterlicher und kindlicher
Kreislaufe sowie einer moglicherweise in diesem Bereich hoheren Austauschkapazitat

menschlicher Plazenten (siehe Kapitel 5.4).

Auch zwischen den mikroskopischen Strukturen konnten statistisch signifikante
Korrelationen erkannt werden, sowohl innerhalb einer Gruppe (Gr uppe der A Ak
positivenid Strp&tdeenAAkwin Gn egsauchméschén St r uk
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den Gruppen. Insbesondere ist hervorzuheben, dass die kumulierten Volumenanteile
AAktin positiviA und die kumulierten Vol umena
korrelierten, was fur eine Expansion Aktin positiver Zotten auf Kosten Aktin negativer
Strukturen und vice versa spricht. Des Weiteren korrelierte der Volumenanteil von
Fibrinoid mit d e n Kumul i erten Vol umenantwas bueder AAKt i
bekannten Ablagerung von Fibrinoid in Stammzotten passt und bestatigt, dass Aktin
positive Zotten die in der klassischen histologischen Klassifikation als Stammzotten

erfassten Zottenabschnitte mit abdecken (s. Kapitel 5.5).

Das Plazentagewicht als wichtiges Mal3 fur die Einschatzung der intrauterinen
Situation korreliert mit den Aktin positiven Zottenanteilen, nicht aber mit den Aktin

negativen (siehe Kapitel 5.6).

Der Geburtsmodus zeigte sowohl auf mikroskopische als auch auf makroskopische
Parameter der Plazenta einen signifikanten Einfluss. Bei Spontangeburten ergab sich
ein signifikant geringerer Volumenanteil des Gefal3lumens in Aktin negativen Zotten
und im intervilldsem Raum. Auch das Plazentagewicht und die Dicke der Plazenta
waren bei Spontangeburten signifikant niedriger. Das Geschlecht des Kindes zeigte
weder auf mikroskopische noch auf makroskopische Parameter der Plazenta einen
Einfluss (siehe Kapitel 4.3.1).

Fallzahlabschéatzungen Gber Power-Analysen zeigten, dass fir einige mikroskopische,
aber auch makroskopische Parameter Gruppengréf3en von etwa 100 Plazenten
benotigt werden, um Mittelwertdifferenzen von 57 10% statistisch zu erfassen. Dies
soll sowohl retrospektive Analysen publizierter Studien wie auch die prospektive

Planung zukiinftiger Studien unterstitzen.

Seite 5



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis

l. AbDIlduNgSVEerzeiChniS. ... 8

[I.  TabellenverzeiChnis.............eeviiiiiii e 9

[ll.  Abkirzungs- und Symbolverzeichnis............cccoooiiiiiiiiiiiiii e, 10

N | ] [T (5] o SRR 13
1.1. Entwicklung der menschlichen Plazenta .............ccccoooiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeees 13
1.2. Aufbau der reifen menschlichen Plazenta und ihre Funktionen................... 16

1.3. Wege zur quantitativen Analyse des Zottenbaums der menschlichen

PLAZENTA ... 20
2. ZIEIAEI AIDEIT ... i 23
3. Material und MetNOUEN........cooiiiiiiiee e 24

3.1, StUdIENMALETIAL ... 24

3.2. Makroskopische Datenerhebung...........ccccovvviiiiiiiiiiee 25

33. Gewebeentnahme durch Asys.t.emadt.i.c..Bandom
3.4. Immunhistochemie und Farben der Gewebeschnitte ..........cccovviiiieiiiniin.. 29

35. Vol umenbesti mmung dur ch..Aunb.i.as.ed32Stereo

3.6. StatistisChe ANAIYSE .......coooiiiiiiii 37
4. ErgebniSSe ... 39
4.1. Deskriptive STatiStiK ........ccooviiiiiiiiiie e 39
4.2. Ergebnisse der multivariaten Korrelationsanalysen.............cccccovvvvviieeeeennn. 45
4.3. Analyse ausgewahlter Korrelationen ...........ccccccvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee 50
4.3.1. Einfluss von Entbindungsmodus und Geschlecht ...............cccccvviiiinnnnns 50

4.3.2. Korrelation der Werte Aktin positiver Zotten mit Fibrinoid,

makroskopischen und klinischen Parametern ...........cccoooovviiiiiiiiicceeiee e, 50

4.3.3. Korrelation der Volumina von Fibrinoid und intervilldbsem Raum mit

anderen makroskopischen Parametern..........cccccvvvvevveiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeee 52



Inhaltsverzeichnis

4.4. Einfluss der Entfernung der Probe von Plazentarand und

NabelSChNUINSEITION ........oiiiiiiii s 53
4.4.1. Einfluss der Entfernung der Probe vom &uf3eren Plazentarand............ 53
4.4.2. Einfluss der Entfernung der Probe von der Nabelschnurinsertion......... 54

4.5. Poweranalyse und Stichprobenumfang.........cccccccvvviiiiiiiiiiiiiieeeee 54

5. DISKUSSION ...ttt e et e e e 57

5.1. Ubersicht zur vorliegenden StUIE........c...ccveeeeeeceeecie e 57

5.2. Zur Bedeutung der immunhistochemischen Unterteilung des Zottenbaumes

58
5.3. Vergleich der Daten der aktuellen Studie mit Literaturdaten ....................... 60
5.4. Intraplazentare Variabilitat mikroskopischer Parameter ..............cccceevvvnnenn. 63
5.5. Kaorrelationen zwischen verschiedenen mikroskopischen Parametern........ 64

5.6. Kaorrelation mikroskopischer Parameter mit makroskopischen Parametern 65

5.7. Einflul des kindlichen Geschlechts und des Entbindungsmodus auf die

MIKroSKOPISCheN Parameter.........c.cooiviiiiiiiiii e 67
5.8. Fallzahlabschatzungen fur zukunftige Studien ...........ccccccciiiiiiiinnnnnn. 69
6.  LITEraturVerzZEICNNIS .......... ettt beenene 71
I B = 1] 1&57= Vo [ LV S USPPPPPPRRTN 79
8. Eidesstattliche VErsiCherung ...........oouuuiiiiiii e 80

Seite 7



Abbildungsverzeichnis

. Abbi Il dungsverzeichni s

Abbildung 1: Wachstums- und Reifungsvorgénge im Zottenbaum der menschlichen

g F= V4= o | ¢ U PP 17

Abbil dung 2: Schematischer Ablauf eines Asys
Plazentaproben zur stereologischen Untersuchung. ...........cceoovieeiiiiiiiiiiiinneeeeeeeeeenns 26

Abbildung 3: Schematische Darstellung des projizierten Punkterasters auf einer

Plazenta zur randomisierten Gewebeentnahme. ...........cccccccvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee, 27

Abbildung 4: Foto einer Plazenta mit den zugehérigen Probeentnahmepunkten.. ... 28

Abbildung 5: Histologischer Praparate einer Aktin positiven Zotte. ............cccceeeeenn... 35
Abbildung 6: Histologischer Praparate einer Aktin negativen Zotte. ...........cccccveeeeee. 36
Abbildung 7: Matrix-Scatterplot von mikroskopischen Parametern........................... 46
Abbildung 8: Ergebnisse der Korrelationsanalyse in graphischer Darstellung.......... a7

Abbildung 9: Erweiterte Ergebnisse der Korrelationsanalyse in graphischer
D=1 E1 (= [0 T PP PP PPPPPPPPPP 49
Abbildung 10: Boxplot Diagram von Aktin negativem Lumen und intervilldésen Raum
bei unterschiedlichem EntbindungsSmOoduUs. .........ccooooiiiiiiiiiiiiii e, 50
Abbildung 11: Lineare Regressionsanalysen der Parameter Summe positiver Zotten
und Aktin positives Stroma mit dem Plazentagewicht, Dicke der Plazenta und

1 0] 1 To (o PP 51
Abbildung 12: Lineare Regressionsanalyse der Parameter Fibrinoid /
Plazentagewicht sowie intervilldsen Raum / Plazentagewicht, intervillésen Raum /
Plazentagewicht zu Geburtsgewicht und intervillosen Raum / Dicke der Plazenta... 52
Abbildung 13: Zusammenhang der mikroskopischer Parameter intervilléser Raum
und Aktin negative Lumen mit dem jeweiligem Abstand der Gewebeprobe zum
auReren Rand der PIazenta..........ccooooveiieiiiiiiiie e 53
Abbildung 14: FallzahlabsSChatzung. ... 56

Seite 8



Tabellenverzeichnis

II. Tabell enver zei chni s

Tabelle 1: Arbeitsschritte der immunhistochemischen Farbung des

[T o | F= 1= o (01 0 T=] SRR 30
Tabelle 2: Arbeitsschritte der immunhistochemischen Farbung der perivaskularen
Manschette Uber 0-SM-AKLIN. ... e e e e eeeees 31
Tabelle 3: Deskriptive Statistik von makroskopischen Parametern der gesamten
PlazentapOpUIAtION. ........uueiii e e e e e e e e aaana 40

Tabelle 4: Deskriptive Statistik von mikroskopischen Parametern der gesamten

PlazentapOpUIAtION. ..........ooiiiiiiiiiiiiiiiei e 40
Tabelle 5: Deskriptive Statistik Aktin positiver Teilparameter. ...........cccoeeeeeeeeeeeeee. 41
Tabelle 6: Deskriptive Statistik Aktin negativer Teilparameter. .............ccccvvvveeeeeennn. 42

Tabelle 7: Deskriptive Statistik der Teilparameter Fibrinoid, intervilléser Raum und
UNAEfiNIErte STIUKIUMEN. ... e e e e e e e e e eeeeenes 43
Tabelle 8: Aus Tabelle 5 abgeleitete Summenparameter Summe Aktin positiver
Zotten, Summe Aktin negativer Zotten und Summe aller Zotten. ...............cceevvvvnennn. 44
Tabelle 9: Vergleich des ermittelten Plazentagewichts zu bisher veréffentlichten

[ F= 1] o O PP PP 63

Seite 9



Abkurzungs- und Symbolverzeichnis

. Abk ¢r zawumgds Symbol verzei chni s

Makroskopische und klinische Bezlige

DICKE

Dist.

EM

GA
GENDER
GG

KDM

LDM

NS
OF

PG

PG_GG_Ratio

RD

SSW

Dicke der Plazenta (cm), gemessen von der Chorionplatte

bis zur Basalplatte der Plazenta

Distanz (cm) der Probeentnahmestelle zur Nabelschnur
(Dist_NS) bzw. zum Rand der Plazenta (Dist_RD)

Entbindungsmodus, (Art der Geburt: vaginal oder sectio

caesarea)

Gestationsalter (Wochen)
Geschlecht des Kindes
Geburtsgewicht des Kindes (g)

Kurzester Durchmesser der Plazenta, gemessen durch

die Nabelschnur auf der Chorionplatte (cm)

Langster Durchmesser der Plazenta, gemessen durch die

Nabelschnur auf der Chorionplatte (cm)
Nabelschnur
Choriale Oberflache der Plazenta (cm?)

Gewicht der Plazenta (g), ohne Nabelschnur, mit

Eihauten

Verhaltnis von Plazentagewicht zu Geburtsgewicht des
Kindes

AuRerer Rand der Plazenta

Schwangerschaftswoche
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Stereologisch ermittelte Volumina

FIB
INTRO
negENDO
negLUM
negSTRO
negSYN
posENDO
posLUM
posSTRO
posSYN

SUnegZz0O

SUposZO

UNDEF

Sonstige Abkirzungen
BSA

dMW

hCG

p.c.

PBS

PGF

PVSM

Fibrinoid (ml)

Intervilldser Raum (Raum zwischen den Zotten, (ml))
Gefallendothel Aktin negativer Zotten (Volumen in ml)
Gefalllumen Aktin negativer Zotten (Volumen in ml)
Stroma Aktin negativer Zotten (Volumen in ml)
Synzytium Aktin negativer Zotten (Volumen in ml)
GefalRendothel Aktin positiver Zotten (Volumen in ml)
Gefalllumen Aktin positiver Zotten (Volumen in ml)
Stroma Aktin positiver Zotten (Volumen in ml)
Synzytium Aktin positiver Zotten (Volumen in ml)

Summe aller Aktin negativer Zottenbestandteile (Volumen

in ml)

Summe aller Aktin positiver Zottenbestandteile (Volumen

in ml)

Strukturen ohne Zuordnung zum Zottenbaum, z.B.

Chorionplatte, Basalplatte (Volumen in ml)

Bovines Serumalbumin
Mittelwertdifferenz

humanes Chorion-Gonadotropin

Post conceptionem (nach Konzeption)
Kochsalzlésung, phosphatgepuffert
placental growth factor

Perivaskuldre Manschette
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VEGF
X-Gal

2-sm-Aktin

Region of Interest
Standardabweichung

AVascul ar Endot hel
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5-bromo-4-chloro-3-indolyl-b-D-galactopyranoside

217 smooth muscle - Aktin
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Einleitung

1. Einl eitung

1.1. Ent wi ckl ung der menschlichen PI

Die Plazenta ist ein temporéares Organ, das wahrend der Schwangerschaft im Uterus
die Erndhrung und Versorgung des Kindes Ubernimmt. Sie besteht aus Abkdmmlingen
der auf3eren epithelialen Hille des frihen Embryos 1 dem Trophoblasten i und aus
Bindegewebe, das aus dem extraembryonalen Mesoderm hervorgegangen ist. Aus
diesen Ausgangsgeweben entwickelt sich ein komplexes, bauméhnlich verzweigtes,
gut kapillarisiertes Zottensystem, welches von mautterlichem Blut umspult wird. An der
Oberflache dieses Zottenbaums befindet sich die Blut-Plazenta-Schranke, die den
mdtterlichen und den kindlichen Blutkreislauf voneinander trennt. Die Blut-Plazenta-
Schranke Ubernimmt die essentielle Aufgabe des Gas- und Nahrstoffaustausches
zwischen Mutter und Kind. Anfallende Stoffwechselprodukte des Kindes werden
dariiber abtransportiert. Nach der Geburt 16st sich die Plazenta wahrend der
Nachwehen vom Uterus und wird zusammen mit den Eih&uten (Amnion und
Aamniochorionic membranefi(s. u.)) als Nachgeburt ausgestoRen [Enders und King,
1988].

Die Grundstrukturen der menschlichen Plazenta entstehen durch rasch ablaufende
Prozesse in der frihen periimplantativen Phase der menschlichen Entwicklung:

Nachdem sich aus der befruchteten Eizelle lber mehrere Zwischenstadien (2-, 4-, 8-,
16- Zellstadium, anschlieRend Morula) die Blastozyste gebildet hat, erreicht der friihe
Embryo zwischen dem 4.ten und 6.ten Tag p.c. das cavum uteri, in dem das
Endometrium im Idealfall bereit fiir die Implantation ist [Kaufmann, 1990].

Zum Zeitpunkt der Implantation besteht die Blastozyste aus der inneren Zellmasse
(Embryoblast), der Blastozystenhohle (eine mit Flissigkeit gefillte HOhle) und einer

aul3eren epithelialen Begrenzung (Trophoblast).

Der Trophoblast ist das aul3ere epitheliale Hillgewebe des Embryos, das wahrend der
ganzen Schwangerschaft die Grenze zwischen Mutter und Kind bilden wird. Im

Rahmen der Implantation adharieren Zellen des Trophoblasten zunachst Uber
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Verbindungskomplexe am Endometrium [Kimber und Spanswick, 2000]. An dieser
Stelle beginnt eine rasche Proliferation des Trophoblasten und einzelne Zellen des
Trophoblasten fusionieren miteinander in ein synzytiales mehrzelliges Konstrukt, den
Synzytiotrophoblasten [Frank, 2011; Enders et al., 1997].

Der Trophoblast beginnt mit der invasiven Destruktion des endometrialen Epithels,
durchstol3t die subepitheliale endometriale Basalmembran und dringt immer tiefer ins
Stroma vor. Dabei bildet sich bereits die trophoblastare Schichtung, die auch auf den
Zotten typisch bleiben wird:

Die innere Lage des Trophoblasten hat direkten Kontakt zur subtrophoblastaren
Basalmembran, besteht aus Einzelzellen (den Zytotrophoblasten) und bleibt
proliferationsfahig. Darlber findet sich eine durchgangige Schicht miteinander
synzytial verschmolzener Zellen, der Synzytiotrophoblast [Enders, 1989], der als
Gewebe ausdifferenziert und postmitotisch ist. So breitet sich das Synzytium durch
kontinuierliche Proliferation des Zytotrophoblasten und weiterer Fusion dieser
Tochterzellen mit dem Synzytium aus. Der Trophoblast wird rasch gré3er und arrodiert
zundchst endometriale Drusen, die wahrend des ersten Trimesters der
Schwangerschaft, die zu diesem Zeitpunkt Gberwiegend histiotrophe Ernahrung des
Embryos Gbernehmen [Sadler, 2008; Burton et al. 2002; Benirschke et al., 2012]. In
einer nachsten Phase (ca. wahrend des Ubergangs vom ersten in das zweite Trimester
der Schwangerschaft) beginnt in den Spaltraumen (Lakunen) zwischen den sich
bildenden Trophoblastverzweigungen (Zotten) miuitterliches Blut zu stromen. Dies
geschieht infolge trophoblastarer Invasion in die Wande der Spiralarterien und
Eroffnung der Lumina dieser Arterien. Im Inneren der Zotten wachst aus dem Embryo
stammendes extraembryonales Mesoderm voran und bildet das Bindegewebe des

Zottenbaumes.

Die Bildung der Zotten in der Plazenta wird Ublicherweise in drei formal trennbare und

aufeinander folgende Schritte unterteilt:

1 Priméare Zotten bestehen nur aus Trophoblastzapfen, wie sie in der Regel in der

frihen invasiven Phase der Plazentation vorkommen.

1 Sekundare Zotten enthalten bereits Stroma, das sich aus dem

extraembryonalen Mesoderm abgeleitet hat
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1 Tertiare Zotten sind Zotten, in denen neben dem Stroma auch erste lokale
Gefalineubildungen zu beobachten sind.

Das kindliche Blut in den Zotten wird Gber die sich im Haftstiel und der Chorionplatte
entwickelnden GefalRe mit dem intraembryonalen Blutkreislauf verbunden. Spatestens
in der 10. Woche haben sich alle hamangiopoetischen Inseln des Zottenmesenchyms
mit dem fetoplazentaren Gefalinetz verbunden, wodurch ein kompletter

fetoplazentarer Blutkreislauf entstanden ist [Burton et al., 1999].

Sobald sich die tertidren Zotten gebildet haben, beginnt das teilweise explosive
Wachstum des Zottenbaumes, das der Hauptfaktor der Massenzunahme der Plazenta
ist und im Wesentlichen als stromale und angiogenetische Reifung bezeichnet werden
kann [Kaufmann et al., 2004]. Sie verlauft biphasisch [Mayhew, 2002]:

Phase I: Aus Trophoblastsprossungen an der Oberflache entstehen gefal3freie, aber
durch Einwachsen von Mesenchym, bindegewebshaltige neue Zweige am
Zottenbaum - die mesenchymalen Zotten. Sobald in diese Zotten Kapillaren aus dem
Aussprossungsbereich eindringen, bilden sich auch die sogenannten Stromakanale 1
mit Flussigkeit geflllte Hohlraume im Stroma i die zum typischen 6dematts
anmutenden Aspekt der sogenannten unreifen Intermediarzotten fuhren. Unreife
Intermediarzotten kénnen sich entweder durch Sprossung mesenchymaler Zotten
weiter verzweigen, oder aber durch Umbau des Stromas unter Verlust der
Stromakanale und Ausbildung einer kontraktiien Manschette in Stammzotten
differenzieren. Das Einsprossen neuer Kapillaren in die mesenchymalen Zotten folgt
im Wesentlichen dem Pfad d e r sogenannten Abranching anocg
Mlacental growth factorii (PGF) als wesentlichem Faktor kontrolliert wird. Die drei
genannten Zottentypen (mesenchymale Zotten, unreife Intermediarzotten und
Stammzotten) dominieren das Wachstum der menschlichen Plazenta bis ca. zur 20.

Gestationswoche. Danach andert sich das Wachstumsmuster deutlich.

Phase II: Unter dem dominanter werdenden Einfluss von Aascular endothelial growth
factorii (VEGF) &andert sich das Muster der Angiogenese beim Auswachsen der
Zottenkapill aren. Es dominbeabhchiengt anlgieo gseo
Mesenchymale Zotten differenzieren sich zunehmend nicht mehr in unreife
Intermediarzotten, sondern in langliche, mit sinusoidalen Kapillaren ausgestattete reife

Intermediarzotten. An reifen Intermediarzotten entstehen allerdings keine
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mesenchymalen Zotten mehr. Stattdessen kommt es unter der massiven
Langenzunahme der Kapillaren zu Ausstulpungen von Kapillaren in kleine stromaarme
Zotten, den sogenannten Terminalzotten. Da der Prozess der Umwandlung unreifer
Intermediarzotten in Stammzotten weitergeht, wird die Moglichkeit der Plazenta, ganz
neue Zottenzweige anzulegen, ab der 20. Schwangerschaftswoche (SSW)
zunehmend eingeschrankt. Nichtsdestotrotz bilden sich an der Oberflache reifer
Intermediarzotten angiogenetisch getrieben weitere Terminalzotten und fiihren zu
einer massiven Zunahme der engmaschig mit Kapillaren unterfutterten

Zottenoberflache, die zum Stoffaustausch zur Verfiigung steht.

1.2. Auf bau der rei fen menschlichen

Funkti onen

Die reife Plazenta wiegt 400 - 600 g, ist post-partum circa 1,5 - 2 cm dick und hat einen
mittleren Durchmesser von 15 - 22 cm [Haeussner et al., 2013]. Sie wird auf der
kindlichen Seite durch die Chorionplatte und auf der miutterlichen Seite durch die
Basalplatte (der an der Plazenta verbliebene Teil der Losungszone) begrenzt. Das
Chorion wird von Amnion (ein Teil der Fruchtblase, bzw. der Eihaute) bedeckt.
Arterielle- und vendse Blutgefal3e des Chorions, laufen in Richtung Nabelschnur
zusammen. Sie konvergieren zu zwei Nabelarterien und einer Nabelvene und ziehen
weiter in die Nabelschnur. Die Nabelschnur setzt an der chorialen Seite an. Sie kann
zentral, exzentrisch, marginal und in seltenen Fallen an der Chorionmembran
aulRerhalb der Plazenta (Insertio velamentosa) inserieren [Sadler, 2008]. An der
Basalplatte ist die Plazenta durch Septen in zehn bis vierzig Kompartimente, die
Kotyledonen unterteilt. Die Septen reichen nicht bis zur Chorionplatte hin und

unterteilen den intervilldsen Raum somit nicht vollstandig [Benirschke et al., 2012].

An der reifen Chorionplatte sind sechzig bis siebzig Zottenstamme entstanden, welche
sich im Verlauf verzweigen und eine Baumstruktur annehmen [Benirschke et al., 2012].
In jedem Kotyledon sind Auslaufer von mindestens einem, meist aber mehreren
Zottenbdumen zu finden. Einige erreichen die Basalplatte, sind an ihr fixiert und dienen
als Haftzotten der Stabilisierung des komplexen Zottensystems [Kaufmann, 1985b;
Benirschke et al., 2012].
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Die Zotten der menschlichen Plazenta werden meist anhand ihrer
Bindegewebsstruktur eingeteilt [Kaufmann et al., 1979; Sen et al., 1979; Castellucci et
al., 1990; Castellucci et al., 2000]. Im ausgereiften Zottenbaum sind die Stammzotten
zentral, welche im weiteren Verlauf in reife intermediare Zotten verasteln und
schlie3lich mit den Terminalzotten enden. Im reifen Zottenbaum finden sich nur noch
kleine Bereiche mit mesenchymalen Zotten und unreifen Intermediarzotten,
hauptséachlich aber reife Zottentypen. Der Ablauf der Zottenreifung und die Umstellung
der Baumstruktur nach der 20. Woche der Schwangerschaft sind in Abbildung 1

dargestellt.
Gestationsalter | Wachstum: Dynamik Wachstum: Charakteristika
Tage 1-18 Primérzotten =—> Sekundirzotten ——> Tertidrzotten Wachstumsmuster und Zottentypen
Dominierendes Wachstumsmuster:
Stamm-Z
MES-Z —> U-IMZ —> (od
Wochen 3-20 (oder) _i

MES-Z
Dominierende Zottentypen:

* Sprossen, Mesenchymale Zotten (MES-Z)
* Unreife Intermediarzotten (U-IMZ)
* Stammzotten (Stamm-Z)

Dominierende Wachstumsmuster:

U-IMZ —>» Stamm-Z

/ ‘/;)‘ MES-Z —>» R-IMZ —>» Term-Z
(1557

Stamm-Z

Dominierende Zottentypen am Termin:

Wochen 20-40 | N0 Q) N

NE2SA. V2 \' = NZ \' = NS * Reife Intermediirzotten (R-IMZ)
f 2=} * Terminalzotten (Term-Z)

* Stammzotten (Stamm-Z)

Abbildung 1: Die tabellarisch aufgebaute Abbildung bietet einen Uberblick (iber die Wachstums- und
Reifungsvorgange im Zottenbaum der menschlichen Plazenta. Die linke Spalte gibt die zeitliche Abfolge
wieder, wobei die ersten Tage der Schwangerschaft (Tage 1-18) und vom restlichen Zeitraum noch
einmal zwei Hauptabschnitte, ndmlich die Zeit bis zur und nach der 20. Woche unterschieden werden.
Um die 20. Woche ist ein Zeitraum, in dem sich die beiden Phasen der Zottenreifung allméahlich ablésen.
Nach Bildung der ersten Tertidrzotten folgt das Wachstum einem zyklischen Geschehen, bei dem
unreife Intermedidrzotten und mesenchymale Zotten auseinander hervorgehen, und gleichzeitig aus

gealterten unreifen Intermediéarzotten zu Stammzotten werden. Nach der 20. Woche entstehen aus den
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mesenchymalen Zotten zunehmend reife Intermediar- und Terminalzotten, die keine weitere zyklische
Sprossung ermdglichen. In der rechten Spalte sind wichtige Merkmale des Wachstumsmusters und die
Abkurzungen fur die Zottentypen zusammengestellt. [modifiziert nach Frank, 2016]

Die Zotten sind vom intervillosen Raum (INTRO) umgeben, in welchem mutterliches
Blut zirkuliert. Der Trophoblast als auf3erste Schicht grenzt den gesamten Zottenbaum
zum INTRO hin ab. In den Zotten verlaufen fetale Gefal3e, welche in das Stroma
eingebettet sind. Je nach Zottentyp besteht das Stroma aus mesenchymalen Zellen,
Fibroblasten und Myofibroblasten [Kohnen et al., 1996], welche grundsatzlich kontraktil
sind und durch Bildung kollagener und elastischer Fasern [Graf et al., 1997; Graf et
al., 1995b] fur die Stabilitat der Zottenstruktur verantwortlich sind. Vor allem vor der
20. Schwangerschaftswoche (SSW) sind des Weiteren viele Makrophagen (Hofbauer
Zellen) vorzufinden, welche neben Phagozytose auch sekretorische Funktion
besitzen, und durch Wachstumsfaktoren Gefal3- und Zottenwachstum sowie deren

Differenzierung stimulieren [Kohnen et al., 1996; Castellucci et al., 1984].

Die Stammzotten enthalten groRere, zentrale arterielle und vendse Blutgefal3e. Sie
weisen in ihrer GefaBwand eine im Lichtmikroskop erkennbare Tunica media (enthalt
hauptsachlich glatte Muskelzellen) bzw. Tunica externa (enthalt hauptsachlich
Kollagen) auf [Benirschke und Kaufmann, 2000]. Die Blutgefal3e werden von dichtem
Stroma umgeben und gestitzt. In direkter Umgebung der BlutgefaRe enthélt das
Stroma reichlich Myofibroblasten, welche parallel zum longitudinalen Zottenverlauf
angeordnet sind [Benirschke und Kaufmann, 2000; Kohnen et al., 1995; Graf et al.,
1995a; Graf et al., 1994]. Diese Myofibroblasten bilden ein kontraktiles System,
welches als perivaskulare Manschette (PVSM) bezeichnet wird [Graf et al., 1997].
Diese PVSM bildet eine funktionelle myofibroelastische Einheit und ist in dieser Form
nur in der Plazenta zu finden [Graf et al., 1997; Graf et al., 1996]. Man nimmt an, dass
durch eine longitudinale Kontraktion der Stammzotten das Volumen des INTRO
verringert und dadurch dessen Widerstand moduliert werden kann. So kann Einfluss
auf den mutterlichen Blutfluss in der Plazenta genommen werden [Benirschke und
Kaufmann, 2000; Kohnen et al., 1996], wodurch eine Regulation des Blutflusses im
INTRO unabhangig von den physiologischen vasomotorischen Veranderungen der
mutterlichen uterinen BlutgefafRe mdoglich zu sein scheint [Moll et al., 1988]. In den
Stammzotten der hoheren Ordnung sind vollstédndige, réhrenférmige kontraktile
Manschetten um die Media der GefalRe zu finden. Je weiter nach peripher der sich
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Uber mehrere Hierarchiestufen verzweigende Zottenbaum reicht, desto dinner wird
die PVSM. In den terminalen Verzweigungen der Stammzotten, die sich im Kaliber
nicht mehr von den peripher sich anschlie3enden Intermediarzotten unterscheiden,
besteht nur noch ein loses Netzwerk einzelner kontraktiler Zellen in perivaskularer
Position [Kohnen et al. 1996].

Aus den letzten Verzweigungen der Stammzotten zweigen Intermediarzotten ab, in
denen sich im weiteren Verlauf zunehmend fetale Kapillaren veréasteln. Kontraktile
Zellen aul3erhalb der direkten Gefallwandung sind hier im Stroma nicht mehr zu
finden. Zwischen den fetalen Kapillaren sind weitere Arteriolen und Venolen
angesiedelt [Kaufmann et al., 1988; Kaufmann et al., 1985a]. Die Gefalle der
Intermediarzotten besitzen im Gegensatz zu den Gefal3en der Stammzotten keine im
Lichtmikroskop identifizierbare Tunica media bzw. Tunica externa [Benirschke und
Kaufmann, 2000]. Sie sind in lockerem Bindegewebe mit vereinzelten Zellen und
Fasern eingebettet. Durch den hohen Grad an GefaRen und der groRen Oberflache
der Intermediarzotten nimmt man an, dass Zotten dieses Typs wesentlich am
fetomaternalen Stoffaustausch beteiligt sind. Zudem wird vermutet, dass die
Intermediarzotten auch an der Hormonproduktion beteiligt sind [Benirschke und
Kaufmann, 2000]. Die vorkommenden terminalen Arteriolen sind ein Hinweis darauf,
dass sie die Vasoregulation (Regulation des Blutdrucks innerhalb von Gefal3en tber
Verengung oder Erweiterung des Gefal3es) der Intermedidrzotten beeinflussen. In
normalen Plazenten beanspruchen die intermediaren Zotten geschatzt ca. 25 % des

gesamten Zottenvolumens fir sich [Benirschke und Kaufmann, 2000].

Ausgehend von den Intermedidrzotten verastelt sich der Zottenbaum weiter in
Terminalzotten. Die Kapillaren der Terminalzotten formen zahlreiche I&ppchenférmige
Ausbuchtungen, in denen die Kapillaren dilatieren (Sinusoide). Aufgrund der guten
Vaskularisation und der geringen Dicke der Blut-Plazenta-Schranke, findet hier
wahrscheinlich der Grofdteil des fetomaternalen Stoffaustausches statt. Ihre
Oberflache wird auf ca. 50 % der gesamten Oberflache aller Zotten geschatzt. In der
normalen Plazenta nehmen die Terminalzotten 40 % des gesamten Zottenvolumens

ein [Benirschke und Kaufmann, 2000; Kaufmann et al., 1988; Kaufmann et al., 1985b].

Der Stoffaustausch zwischen mdatterlichem und kindlichem Blut erfolgt Gber den

Trophoblast und tber das kontinuierliche Endothel der Kapillaren. Durch die passive
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Filterfunktion wird der Durchtritt auf Molekile mit einer Gro3e von unter 20 kDa
beschrankt [Benirschke et al., 2006; Sibley et al., 1983; Sibley et al., 1982]. Der
Trophoblast wird in den Zytotrophoblasten und den Synzytiotrophoblasten unterteilt
[Frank,  2011]. Die  Zytotrophoblasten fungieren als trophoblastare
Stammzellpopulation, sie proliferieren, differenzieren sich und fusionieren
anschlielend mit dem Synzytiotrophoblasten [Mayhew, 2001; Huppertz et al., 1998].
So wird der Synzytiotrophoblast mit frischen Zellorganellen und Enzymen versorgt.
Alternde Bestandteile des Synzytiotrophoblasten gehen in die Apoptose
(programmierter Zelltod) tber und werden durch Abschnirungsvorgange in den
mitterlichen Blutkreislauf abgegeben. Die abgestorbenen Zellen durchwandern den
mditterlichen Kreislauf, gelangen in die Lunge und werden dort abgebaut [Nelson,
1996].

Der Synzytiotrophoblast ist eine zusammenhangende, in der Regel ununterbrochene
Schicht, welche die gesamte Zottenoberflache bedeckt. Ausgenommen sind nur
Bereiche, die von Fibrinoid bedeckt sind. Der regulére Stoffaustausch erfolgt zwischen
Mutter und Kind unter der Kontrolle des Trophoblasten Uber die fetoplazentare
Schranke. Dabei handelt es sich hauptsachlich um den Austausch von
Stoffwechselprodukten und Gasen. Gase wie Sauerstoff und Kohlenstoffdioxid knnen
die uteroplazentare Schranke durch Diffusion passieren. Viele Proteine wie z.B.
Immunglobuline des Isotyp G werden aktiv Uber die fetoplazentare Schranke
transportiert. Weitere funktionelle Eigenschaften des Synzytiotrophoblasten sind die
Sekretion von plazentaren Hormonen (z.B. Progesteron, hCG) sowie eine Beteiligung

am Stereoidhormonmetabolismus [Benirschke et al., 2006].

1.3. Wege zur quantitativen Anal

menschlichen Pl azent a

Aus den obigen Ausfuhrungen wird deutlich, dass der Zottenbaum der menschlichen
Plazenta die wesentliche Struktur der funktionellen Austauschzonen dieses Organs
ist. Zum Einen finden sich in seinem Inneren die kindlichen Gefal3e, Uber die der
wachsende Embryo/Fetus versorgt wird. Zum Anderen ist seine Oberflache i der
Trophoblast i das epitheliale Gewebe, das die aktiven und passiven
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Austauschvorgange mit dem mutterlichen Blut steuert. Die gesamte Struktur des

Zottenbaumes ist dabei als dreidimensionales Gebilde zu verstehen.

Der Zottenbaum ist eine Struktur im mikroskopischen GroRenbereich, der durch
histologische Analyse zuganglich ist. Dies ist auf qualitativer Basis immer wieder
unternommen worden (fiir eine Ubersicht, siehe [Benirschke et al., 2012]). Die
histologische Untersuchung arbeitet jedoch an zweidimensionalen Schnitten, die nur

einen indirekten Zugang zur i eigentlich dreidimensionalen i Baumstruktur ermdglicht.

Die Herausforderung ist also dadurch gegeben, dass aus den (blichen
zweidimensionalen histologischen Schnitten dreidimensionale Aussagen Uber den
Zottenbaum gewonnen werden missen. Diese sollten auch noch quantitativ sein, denn
eine wesentliche Herausforderung im Schwangerschaftsverlauf sind diskrete
Veranderungen, die noch nicht zu einem fatalen Schwangerschaftsverlauf fiihren, aber
maoglicherweise bereits Verdnderungen i z.B. bei der Entwicklung des Gehirns T nach

sich ziehen kénnen [Schmitz und Frank, 2002].

Eine Methode, die sich daflr anbietet, ist die Stereologie [Howard und Reed, 2010].
Diese Methode ist speziell darauf ausgerichtet, quantitative Aussagen uber
dreidimensionale Strukturen auf Basis zweidimensionaler Schnitte zu ermdglichen. Sie
wurde bereits mehrfach an der Plazenta angewandt (siehe z.B. [Mayhew und Burton,
1997; Mayhew, 2006]). In den meisten Fallen wurde dabei der Zottenbaum nicht weiter
untergliedert, sondern alle Zottenabschnitte gleich behandelt. Die seit den achtziger
Jahren verbreitet genutzte Unterteilung in Terminal-, Intermediar-, und Stammzotten
ist fur viele Zottenabschnitte nicht eindeutig zu treffen, weil zum Beispiel sinusoidale
Kapillaren sowohl in Intermediérzotten als auch in Terminalzotten vorkommen kénnen
[Haeussner et al., 2015; Kaufmann et al., 1979]. Eine jungst publizierte Studie zu dem
Problem dreidimensionaler Analysen aus histologischen Schnitten der Plazenta wies
die substanziellen Schwéachen dieser Herangehensweise nach, insbesondere die
starke subjektive Abhangigkeit vom Untersucher wie auch die erhebliche Streuung
[Haeussner et al., 2015; Haeussner et al., 20141].

Eine Alternative zu den vom Untersucher abhangigen subjektiven histologischen

Zuordnungen von Zotten kdnnen Antigene sein, die die Reifung des Stromas der

1 Dieser Artikel entstand zum Teil aus den Daten dieser Doktorarbeit. Die Autorin dieser
Promotionsarbeit war in diesem Artikel als Zweitautor tétig.
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Stammzotten markieren und damit zumindest die Stammzotten bis hinein in die
kleinkalibrigen Auslaufer der Stammzotten von anderen Zottentypen Untersucher-
unabhangig unterscheidbar machen kénnen. Ein wichtiger und fur die Myofibroblasten
im Stroma der Stammzotten typischer Marker ist das A-smooth-muscleftAktin (2-sm-
Aktin), ein Zytoskelettprotein, das nur in der perivaskularen Zone kleiner und grol3er
Stammzotten exprimiert wird [Demir et al., 1997; Kohnen et al., 1996]. Auch fehlen
bisher systematische und ausreichend weit gefacherte Untersuchungen zu den
Normwerten  wichtiger stereologischer Parameter in  mdglichst  objektiv
unterscheidbaren Unterabschnitten von Zottenbdumen der menschlichen Plazenta

und zu ihrer intra- und interplazentaren Variabilitat.
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Ziel der Arbeit

2.

Zi edr dAr bei t

Die vorliegende Arbeit hat zum Ziel:

1. Den Zottenbaum der menschlichen Plazenta mit einer immunhistochemischen

Methode, d.h. ohne subjektive Untersucher-Interpretation, zu typisieren. Der
immunhistochemische Nachweis des Markers 2-sm-Aktin in den perivaskularen
Myofibroblasten wird zur Differenzierung zentraler und peripherer Anteile des

Zottenbaums verwendet.

. Die absoluten und relativen Partialvolumina der immunhistochemisch

differenzierten Unterabschnitte des Zottenbaums der menschlichen Plazenta

mit Hilfe stereologischer Methoden zu bestimmen.

. Aus diesem Vorgehen Normwerte zu ermitteln und auf dem Wege der Power-

Berechnung eine Abschatzung der Sensitivitat der hier etablierten
Vorgehensweise zu liefern. Diese Daten kdnnen auch als Grundlage zur

Fallzahlabschatzung zukunftiger Studien dienen.
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3. Materi al und Met hoden

31. Studi enmateri al

Als Studienmaterial wurden 50 Plazenten aus klinisch unauffallig verlaufenden
Schwangerschaften analysiert. Die Plazenten wurden von 04.04.2011 bis 12.09.2011
in Kooperation mit der geburtshilflichen Abteilung des Klinikums Dritter Orden
(Minchen, Deutschland, Kooperationspartner Hr. Dr. Edler von Koch) gesammelt.

Folgende Einschlusskriterien wurden dabei bertcksichtigt:

1 Der Verlauf der Schwangerschaft und der Geburt war klinisch unauffallig (laut
geburtsbegleitendem Arzt)

1 Es war keine Untersuchung der Plazenta auf Pathologien nétig (laut geburts-
begleitendem Arzt)

1 Einer ausdrucklichen Erlaubnis der zuvor aufgeklarten Eltern die Plazenten fur
Forschungszwecke zu verwenden lag vor (die sprachlichen sowie psychischen
Voraussetzungen der Eltern, eine eigenstédndige Entscheidung zu treffen,

mussten fur die Annahme der Erlaubnis vorliegen)

Diese Studie wurde von der Ethikkommission der Ludwig-Maximilians Universitét unter

der Nummer 084-11 genehmigt.

Die Plazenten wurden direkt nach der Geburt mit einer Nummer versehen, in
Plastiktiten verpackt und im Klinikum bei 4 °C - 8 °C aufbewahrt. Einmal taglich,
wurden die Plazenten unter konstanter Kiihlung in die Anatomische Anstalt der LMU
(Minchen, Deutschland) gebracht. Zu jeder Plazenta wurden das Geburtsgewicht des
Kindes (GG), das Gestationsalter (GA), der Entbindungsmodus (EM) wie Vaginal-
(vaginal) oder Kaiserschnittgeburt (sectio), sowie Geschlecht des Kindes (GENDER)
anonymisiert an die Anatomische Anstalt der LMU Ubermittelt. Dort wurden die
Plazenten vermessen (siehe Kapitel 3.2) und fur die weiteren histologischen
Untersuchungen vorbereitet. Mit Hilfe des Geburts- und Ankunftszeitpunktes in der

Anatomischen Anstalt konnte die Verzégerung bis zur Verarbeitung der Plazenten
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berechnet werden, um mogliche Artefakte durch lange Lagerzeiten in der

histologischen Untersuchung beurteilen zu kénnen.

32. Makroskopische Datener hebung

Nach Entfernung der Nabelschnur (ca. 1 cm Uber der Chorionplatte) wurden die
Plazenten ohne das Chorion laeve zu entfernen gewogen und somit das
Plazentagewicht (PG) bestimmt. Mit Hilfe von PG und GG konnte das Verhaltnis
PG/GG (PG_GG_Ratio) berechnet werden (siehe Formel 1) [Boyd und Hamilton,
1970].

PG_GG_Ratio = PG/ GG (Formel 1)

PG_GG_Ratio: Verhaltnis von Plazentagewicht zu Geburtsgewicht des Kindes (MaR fir die Effizienz

der Plazenta pro Kindsgewicht)

PG: Plazentagewicht

GG: Geburtsgewicht des Kindes

Die Dicke (DICKE) der Plazenten wurde per Ultraschall (Convex ScannerHS 300,
Honda Electronics, Tokyo, Japan) in der Nahe der Nabelschnur ohne Druck ermittelt,
wobei die Plazenten immer mit der Seite des Chorions nach oben auf einem Tablett
lagen. Mit einem handelsiblichen Lineal wurde der langste- (LDM) und kirzeste
(KDM) Durchmesser durch die Nabelschnurinsertion bestimmt. Mit diesen beiden
Durchmessern wurde die Oberflache (OF) der Plazenten nach Formel 2 berechnet
[Barker et al., 2011].

OF = 1 x =~ x LDM x KDM (Formel 2)

OF: Oberflache
LDM: langster Durchmesser der Plazenta

KDM: kiirzester Durchmesser der Plazenta
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33. Gewebeent nahfe sdverntalt i ¢ random

samplii ng

Di e Verfahren des Asystematic random s an
Probenentnahme sicher, bei der eine reprasentative Teilmenge der Grundgesamtheit
erhalten werden kann. Grund | agen des Asystematic rando
Gewebeproben aus humanen Plazenten wurden bereits von Mayhew [2006]
beschrieben. Das Prinzip des in der vorliegenden Arbeit angewandten und an diese
Publikation [Mayhew, 2006] angelehnten Verfahrens ist in Abbildung 2 gezeigt. Dabei
wird zuné&chst ein regelméaliges Raster zufallig auf die Chorionseite der Plazenta
projiziert (siehe Schritt 1 in Abbildung 2). Anhand dieses projizierten Punkterasters
erfolgt die Entnahme von Gewebebldcken (siehe Schritt 2 in Abbildung 2). Aus diesen
Gewebeblocken werden histologische Préaparate gefertigt, welche zur stereologischen

Untersuchung dienen (siehe Schritt 3 in Abbildung 2).

x| |% 8 O
838—888

AL S g

NN
Gio — 00000

Abbildung 22 Schemati scher Abl auf eines Asystematic random
stereologischen Untersuchung. Dabei wird zunéchst ein regelméafiges Raster auf die Plazenta projiziert
(Schritt 1) und in definierten Abstanden (hier jedes zweite Viereck) Gewebeblécke enthommen (Schritt
2). AnschlieBend erfolgt die Fertigung von histologischen Schnitten aus den ausgewadhlten

Gewebebldcken und die stereologische Untersuchung (Schritt 3). [modifiziert nach Mayhew, 2006]
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In der vorliegenden Arbeit wurde mit dem Projektor Mini-LED LB 936 (SceneLights
Technologie, Buggingen, Deutschland) ein vordefiniertes Punkteraster auf die
kindliche (choriale) Seite der Plazenta projiziert (siehe Abbildung 3). Die Markierung
der Entnahmeorte erfolgte nach folgendem Schema:

91 Der erste vollstandig auf der Plazenta liegende Projektionspunkt wurde mit

einem Pin markiert.

1 Jeder darauffolgende dritte Projektionspunkt (bei grof3en Plazenten jeder vierte)

wurde ebenfalls mit einem Pin markiert.

9 Der Ansatz der Nabelschnur wurde mit einem zusatzlichen Pin hervorgehoben.

Abbildung 3: Schematische Darstellung des projizierten Punkterasters auf einer Plazenta zur
randomisierten Gewebeentnahme. Der blaue Pin markiert die Lage der Nabelschnur. Die nummerierten
roten Punkte markieren die Entnahmeorte [aus Haeussner et al., 2013].

Die mit Pins markierte Plazenta wurde zusammen mit einem Lineal (Standardlineal,
30 cm) fotografiert (Power Shot G12, Canon, Krefeld, Deutschland), um nachtraglich
den Abstand zur Nabelschnurinsertion (dist. zu NS) und den Abstand zum &uf3eren
Rand der Plazenta (dist. zu RD) der einzelnen Gewebeproben zu bestimmen. Dies
wurden mit Hilfe des Programms Stereo Investigator Version 11.02 (offline; MBF
Bioscience, Williston, VT, USA) nach Kalibrierung mit Hilfe des mitfotografierten

Lineals berechnet (siehe Abbildung 4).
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Abbildung 4: Foto einer Plazenta mit den zugehdrigen Probeentnahmepunkten 1 - 6. Die
Nabelschnurinsertion ist mit einem blauen Punkt markiert. Das Lineal dient zur Langenkalibrierung (aus

[Haeussner et al., 2013])

Dazu wurden die Fotos in das Programm /AStereo Investigatorfi importiert. Das
mitfotografierte Lineal wurde genutzt, um ein von der Software virtuell ber das Foto

gelegtes Koordinatensystem zu kalibrieren. Uber die kartesischen Koordinaten der

Pins konnten die Abstande der Gewebeproben zur Nabelschnurinsertion berechnet

werden (siehe Formel 3). Der Abstand zum auf3eren Rand der Plazenta wurde anhand

der Koordinaten der Reéamest Neui ngdh ddsePrbgramume knt i on A
Offline-Modus bestimmt [Haeussner et al., 2013].

Dist zu NS = & [(Xpin T Xns)? + (Yrin T Yns)?] (Formel 3)
Dist zu NS: Distanz zur Nabelschnurinsertion

Xpin: X-Koordinate des Pins Xns: X-Koordinate der Nabelschnurinsertion

Yein: Y-Koordinate des Pins Yns: Y-Koordinate der Nabelschnurinsertion

An den sechs mit Pins markierten Stellen wurden mit einer Schere Gewebebltcke aus
der Plazenta entnommen. Die entnommenen Gewebeblécke hatten eine Kantenlange
von 0,5cm i 1 cm. Es wurde bei jedem enthommenen Gewebeblock darauf geachtet,
dass an der betreffenden Stelle alle sichtbaren Gewebeschichten der Plazenta von der
Basal- bis zur Chorionplatte in die entnommene Probe einbezogen wurden. Die
entnommenen Gewebeproben wurden zunéchst fir mindestens 24 Stunden bei 4°C
in 4 %igem Formalin (phosphatgepuffert, pH 7.2; RotiHistofix, #5666.2, Carl Roth,
Karlsruhe, Deutschland) fixiert. Nach der Fixierung wurde das Formalin mit

Leitungswasser fur 5 bis 6 Stunden ausgewaschen. AnschlieRend erfolgte die
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Entwasserung in einer aufsteigenden Ethanolreihe (vergallt; 50 %, 70 %, 80 %, 96 %,
100 %; je 5 min). Uber das Intermedium Xylol (#108681, Merck, Darmstadt,
Deutschland) wurden die Proben in Paraffin (Paraplast Plus, # 76258, Sigma-Aldrich,
Munchen, Deutschland) eingebettet (Standardverfahren nach Mulisch und Welsch
[2010]). Von den eingebetteten Plazentablocken wurden mittels des Paraffin-
Schlittenmikrotoms (SM2000R; Leica, Wetzlar, Deutschland) 4 um dinne Schnitte
angefertigt. Die Schnitte wurden auf Objekttrager (Gerhard Menzel, Braunschweig,

Deutschland) aufgebracht und luftgetrocknet.

34l mmunhi stochemi e und F&r ben der

Gefalie des gesamten Stammzottenbaumes werden i perivaskular, d.h. au3erhalb der
Media der Gefal3e i von einer parallel zu den Geféal3en orientierten PVSM umgeben,
die selbst bei den kleinsten Stammzotten immer noch aus einzelnen, perivaskular
liegenden Zellen besteht. Periphere Zottentypen (Intermediar- oder Terminalzotten)
weisen Kapillaren oder Sinusoide, aber keine Gefal3e mit einer PVSM auf. Um Zotten
mit PVSM verschiedenen Kalibers von den dbrigen Zottentypen sicher und
standardisiert unterscheiden zu kdnnen, wurden spezifische Zytoskelett-Marker der
Zellen der kontraktilen Manschette immunhistochemisch markiert. Diese Methode
nutzt die bekannte Tatsache, dass die PVSM uber Antikdrper gegen 2-sm-Aktin
immunhistochemisch angefarbt werden kann [Demir et al., 1997]. Uber eine genau
definierte Antikorperkonzentration wahrend der Farbung gelingt es, die PVSM ohne
Nebenreaktionen in anderen Geweben spezifisch anzufarben und dadurch eine
sichere und standardisierte Abgrenzung von Stammzotten zu anderen Zottentypen zu

realisieren.

Die auf dem Objekttrager aufgebrachten und getrockneten Gewebeschnitte wurden
vor der Farbung tber Xylol und eine absteigenden Alkoholreihe entparaffiniert.

Nach Entparaffinierung erfolgte die immunhistochemische Doppel-Farbung, bei der
das gesamte Kapillarendothel tber einen Antikérper gegen das Oberflachenmolekl
CD34 sowie das 2-sm-Aktin der perivaskularen kontraktilen Zellen spezifisch angefarbt
wurden. Zellkerne wurden abschlieBend durch eine Hamalaun-Gegenfarbung nach
Mayer dargestellt (Standardverfahren nach Mulisch und Welsch [2010]). Fur alle
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Verdinnungen und Lésungen wurde phosphatgepufferte Kochsalzlésung (10 mM
Natriumphosphat, 150 mM NaCl, pH 7,4 / PBS) verwendet. Die Herstellung der
verwendeten 5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-b-D-galactopyranosid (X-Gal,Life
Technologies, #B1690, Darmstadt, Deutschland) Stammldsung und des verwendeten
X-Gal Puffers wurde nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Die einzelnen
Arbeitsschritte der Farbung des Kapillarendothels und des 29-sm-Aktins sind in Tabelle
1 und Tabelle 2 wiedergegeben. Alle Arbeitsschritte wurden bei Raumtemperatur
durchgefthrt. Die folgende Hamalaunfarbung nach Mayer wurde nach den Protokollen
in Mulisch und Welsch [2010] durchgefuhrt. Geblaut wurde durch Spilen in
Leitungswasser. Die Abfolge der hier berichteten Schritte hatte sich aus empirischen

Optimierungen als die am geeignetste Vorgehensweise ergeben.

Abschlielend wurden die gefarbten Gewebeschnitte in Kaisers Glyceringelatine
(Merck, #109242, Darmstadt, Deutschland) eingedeckt. Um ein Austrocknen zu
vermeiden, wurden die eingedeckten Gewebeschnitte mit handelsiblichem Nagellack
umrandet und im Kihlschrank bei 2°C bis 8°C bis zur stereologischen Untersuchung
gelagert.

Tabelle 1: Arbeitsschritte der immunhistochemischen Farbung des Kapillarendothels.

# Beschreibung Verwendete Lésung Dauer
1 Entparaffinieren Schritt 1: Xylol 2x10
min

Schritt 2: Ethanol-Reihe bis

Aqua dest. Je 2 min
Spulen PBS 5 min
3 Blockierung der endogenen 180 ml PBS + 20 ml H202 30 min
Peroxidaseaktivitat im (Merck, #107209, Darmstadt,
Gewebe mit 3 % Deutschland)
Wasserstoffperoxid
Spulen PBS 5 min
Blockierung in 5 % Ziegen-0- | 950 pl PBS + 50 ¢l Ziegen-0- 30 min
Serum in PBS Serum (Vector Labs, #S100,
Burlingame, CA, USA)
5 Inkubation mit primérem 1:900 Verdlnnung: 45 min

Antikorper anti-CD34

0, 1 _0N- .
Endverdinnung 1:900 899 el 5 % Ziegen-0-Serum in

PBS (analog Schritt3) + 1 ¢
anti-CD34 (Thermo Fisher
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# Beschreibung Verwendete Lésung Dauer

Scientific, #MS-363-PO,
Fremont, CA, USA)

6 Spulen PBS 3x5
min
7 Inkubation mit sekundéarem Lsg. A: 0,02 g bovines 45 min
biotinyliertem Ziegen-anti- Serumalbumin (BSA, Sigma- mit
Maus-IgM-Antikorper Aldrich, #A7030, Munchen,
Endverdiinnung 1:200 Deutschland) in 1 ml PBS. Lsg. B

Lsg. B: 995 pl Lsg. A +5 ¢l
sekundarer Antikorper (Vector
Labs, #BA9200, Burlingame, CA

USA)
8 Spulen PBS 3x5
min
9 Inkubation mit Vectastain- 1 mIPBS + 10 ¢l Lsg. A (aus 45 min
ABC-Peroxidase-Standard-Kit | Kit) + 10 €l Lsg. B (aus Kit)
(Vector Labs, #PK4000,
Burlingame,CA, USA)
10 | Spilen PBS 3x5
min
11 | Visualisierung mit 1 ml DAB (Sigma-Aldrich, 20 min
Diaminobenzidin (DAB), als #D12348, Miinchen,
Substrat Deutschland) (0,67 mg/ml) +
2 ¢l H202
12 Stoppen Leitungswasser Kurz
13 | Spilen PBS 2x5
min
14 | Lagern PBS bei 4°C tber
Nacht

Tabelle 2: Arbeitsschritte der immunhistochemischen Farbung der perivaskuldaren Manschette tber o-
sm-Aktin.

# Beschreibung Verwendete LOsung Dauer
1 Spulen PBS 5 min
2 Blockierung mit 5% Ziegen-0- | 950 ul PBS + 50 ¢l Ziegen-0- 30 min
Serum Serum
3 Inkubation mit primarem 1 gl 9-sm-Aktin AK (MP 120 min
Antikorper o-sm-Aktin Biomedicals, #69133
Endverdinnung 1:900 Eschwege, Deutschland) +
899 ¢l 1% BSA in PBS pH 7.6
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# Beschreibung Verwendete Losung Dauer
Spulen PBS 3 x5 min
Inkubation mit sekundarem 995 ul 5% Ziegen-0-Serum in 45 min
biotinyliertem Ziegen-anti- PBS (siehe Schritt 2) + AK

Maus-lgM-Antikorper
Endverdinnung 1:200

6 Spulen PBS 3 x5 min

7 Inkubation Streptavidin-b- 990 ul PBS + 10 ¢l 40 min
Galactosidase-Konjugat Streptavidin-b-Galactosidase-
Endverdinnung 1:100 Konjugat (Life Technologies,

#S931, Darmstadt,
Deutschland)

8 Spulen PBS mindestens
30 min

9 Nachweis der Galactosidase |9 7 5 -&al PuKer (auf 37°C 25 min
mit X-Gal als Substrat vorwarmen) + 2 5 -Gall X
Endverdinnung 1:40 Stammldsung

10 | Spulen PBS 3 x5 min

11 | Spulen Aqua dest. kurz

12 | Gegenfarbung Hamalaun 5 sek

13 | Blauen Leitungswasser 5 min

14 | Spulen Aqua dest. Kurz

15 | Eindecken Kaisers Glyceringelatine

35. Vol umenbesti mmunbi desedhSfiereol o

Die Bestimmung von Vol umenanteil en festgel egter Str
countingf ist ein weit verbreitetes Verfahr
wird auch als Cavallieri-Prinzip bezeichnet [Howard und Reed, 2010]. Das Verfahren
des Apoint counterungdieseg Rrinzips galp aué Thempgon [1930]

zurtick, welcher folgende Aussage bestétigen konnte:

AWird ein regel m2Ciges Punkteraster ¢ber ein
einer bestimmten Struktur proportional zu dem Anteil an Punkten des Punkterasters,

die diese Struktur treffen. i
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Die stereologischen Messungen wurden an den Stereologie-Arbeitsstationen, welche
aus rechnergesteuerten Hochleistungs-Forschungsmikroskopen bestehen,
durchgefuhrt. Von Bedeutung ist, dass diese Mikroskope den Objekttisch mit hoher
Genauigkeit in x und y Richtung unter dem Objektiv bewegen konnen. Diese Vorgange
sind mit dem Rechner und der dort installierten Stereologie-Software kalibriert. Die
Software (Stereo Investigator Software Version 11.02) ist technisch dazu imstande,
jeden beliebigen Punkt im Schnitt genau anzufahren. Das mikroskopische Bild wird
von einer Kamera simultan auf den Monitor des kontrollierenden Rechnersystems
gebracht, wo es mit Messgittern und Messpunkten gemal den Vorgaben der Software

Uberlagert wird.

Zur Durchfiihrung der Messung wurde zundchst am Rechnerbild die ARegion of
Interestii (ROI, der gesamte Plazenta-Schnitt) durch eine Kontur umschlossen.
Innerhalb der ROI platziert das Programm systematisch zuféllig (systematically
random)einPunktraster. Mit Hilfe der Analyseopti
des Programms Stereo Investigator Version 11.02 wurden die Schnitte anhand eines
festgelegten Z&hlrahmens in etwa 300 Messpunkte aufgeteilt. Der Z&hlrahmen an
jedem der 300 Punkte war horizontal 50e m und vertm kgaloClO0MBei h o
VergroBerung fahrt das Mikroskop dann i gesteuert von der Software T jeden

einzelnen Messpunkt nacheinander an und ermoglicht die Erfassung der Daten.

An jedem Punkt des Rasters kann der jeweilige Ort einer bestimmten Substruktur
zugeordnet werden; diese Zuordnungen werden in der Software als sogenannte
AMar ker mi t ei ner besti mmten Bedeutung
anschlieBend ausgegebenen Datenfiles beriicksichtigen diese Namensgebung

automatisch.

Der Anteil der Punkte, die eine bestimmte Struktur treffen, an der Gesamtheit der
Punkte des Punkterasters ist proportional zu dem relativen Volumenanteil der
entsprechenden Struktur an der Gesamtplazenta. Uber das Referenzvolumen (in
diesem Fall das Plazentavolumen abgeleitet aus PG) kann das absolute Volumen der
jeweiligen Struktur berechnet werden [Howard und Reed, 2010].

Es wurden folgende unterschiedliche mikroskopische Arbeitsplatze verwendet:

1) Lichtmikroskop Axioskop mit feinkalibrierbarem Revolver (Carl Zeiss, Jena,

Deutschland), Objektive (1,25x / 0,035; 40x / 0,75) (Carl Zeiss, Jena,
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Deutschland), Steuereinheit LEP MAC 6000 XYZ (Ludl Electronic Products,
Hawthorne, NY USA), Messtaster MT 1271 (Dr. Johannes Heidenhain,
Traunreut, Deutschland) und Kamera CCD-Co | or (3/4n CCD
1600x1200 Pixel, MBF Bioscience, Williston, VT, USA)

2) Lichtmikroskop BX50 (Olympus, Tokyo, Japan) mit motorisiertem XYZ
Probenteller (MBF Bioscience, Williston, VT, USA), Objektive (1,25x / 0,035;
40x / 0,75) (Olympus, Tokyo, Japan), Steuereinheit LEP MAC 6000 XYZ,
Messtaster MT 1271 und Digital kamer a
Bioscience, Williston, VT, USA)

Die Rechner zur Steuerung der Mikroskope waren unter MS Windows 7 konfiguriert

und nutzten die Software Stereo Investigator Version 11.02. Pro enthommenem

Gewebeblock wurde ein Schnitt stereologisch analysiert (50 Plazenten mit je 6

Schnitten; d.h. es wurden 300 stereologische Messvorgange durchgefihrt).

Die Marker, die an einzelnen Messpunkten vergeben wurden, waren folgenden

Substrukturen des Zottenbaumes zugeordnet:

M Nicht immunhistochemisch unterteilte Volumina:

i

i

Intervilloser Raum (INTRO)
Fibrinoid (an Zottenoberflachen; FIB)

Gesamtvolumen des Zottenbaumes (SUZO), als Addition der
Teilvolumina SUposZO und SUnegZO (s.u.)

Ohne Zuordnung zum Zottenbaum, z.B. Chorionplatte, Basalplatte
(UNDEF)

1 Volumen y-sm-Aktin positiver Zottenstrukturen (SUposzZO) als Summe der

Teilvolumina:

i

Synzytiotrophoblast Aktin positiver Zotten (posSYN)
Stroma Aktin positiver Zotten (posSTRO)
GefalRendothel Aktin positiver Zotten (posENDO)

GefalRlumen Aktin positiver Zotten (posLUM)
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1 Volumen y-sm-Aktin negativer Zottenstrukturen (SUnegZO) als Summe der

Teilvolumina:
0 Synzytiotrophoblast Aktin negativer Zotten (negSYN)
U Stroma Aktin negativer Zotten (negSTRO)
U GefalRendothel Aktin negativer Zotten (negENDO)
U GefalBlumen Aktin negativer Zotten (negLUM)

Die Summenparameter SUZO (Summe aller Parameter auf3er INTRO, FIB und
UNDEF), SUposZO und SUnegZO wurden nicht direkt stereologisch bestimmt,
sondern als Summe der pro Plazenta erhobenen Mittelwerte der jeweiligen

Teilvolumina errechnet.

Abbildung 5 und Abbildung 6 zeigen das charakteristische Erscheinungsbild der

einzelnen mikroskopisch bestimmten Strukturen.

Abbildung 5: Das Foto zeigt eine Aktin positive Zotte der Plazenta in 40facher mikroskopischer

VergréRerung (40x). In der Zotte verlaufen GefalRe, welche von einer perivaskularen Manschette
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(indigo-blau gefarbt, schwarzes Dreieck) umgeben sind. Zu sehen sind GefaRlumen (weiRer Pfeil) und
GefaRendothel (braun gefarbt; schwarzer Pfeil). Randstandig verlaufen mehrere kleinere Gefalie. Die
Gefalle sind in Stroma (Raute) eingebettet. Die Zotte wird in Richtung intervilldsen Raum (Stern) von

einer dunnen Schicht Synzytiotrophoblast (blau; schwarz schraffierter Pfeil) abgegrenzt. Der
Messbalken entspricht 25um.

Abbildung 6: Das Foto zeigt eine Aktin negative Zotte in 40facher mikroskopischer Vergrof3erung (40x).
Die Geféal3e befinden sich insgesamt nah an der Zottenoberflache. Das Gefalilumen (Weil3er Pfeil) wird
vom GeféalRendothel (Schwarzer Pfeil) in Richtung Stroma (Raute) begrenzt. Die Zotte wird von einer
dinnen Schicht Synzytiotrophoblast (schwarz schraffierter Pfeil) vom intervillésen Raum (Stern)

abgegrenzt. Es ist keine perivaskuldare Manschette zu sehen. Der Messbalken entspricht 25 pm.

Nach Beendigung der Messung wurden die Rohdaten (i C o u der ein@zelnen Marker)
zur weiteren Auswertung in Excel-Tabellen Ubertragen.
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36. St ati stische Anal yse

Aus den Rohdaten der stereologischen Untersuchung wurde zunachst tber Formel 4
das absolute Volumen des entsprechenden Markers pro Schnitt berechnet. Dabei

wurde eine Dichte der Plazenta von 1 g/ml angenommen [del Nero et al., 2002].
MV = (CM/CG x PG x 100) / } (P) (Formel 4)

MV = Volumen des Markers [ml]

CM=ACount Mdrkesl e s

CG = Gesamtanzahl ACountsfi des Schnitts
PG = Plazentagewicht [g]

} (P) = Dichte der Plgntgeseteta [ g/ ml ] ; hier als 1

Fur Vergleiche mikroskopischer Parameter untereinander und fir Vergleiche von
mikroskopischen mit makroskopischen Parametern, wurden fur die einzelnen Marker
die Mittelwerte aus den Volumina der sechs Schnitte einer Plazenta gebildet. Aufgrund
der Annahme nicht-normalverteilter Daten [Gill et al., 2014] wurde mit diesen
Mittelwerten eine multiple bivariate Korrelationsanalyse nach Spearman mit
anschlieBender Korrektur nach Benjamini und Hochberg durchgefuhrt [Bronstein et al.,
2000]. Die Korrelationsanalyse erfolgte mit der Software Rmitd en Packages
und Acarfi [ R CoBowlots knaane, RegleSsibrgsdnalysen und Mann-
Whitney t-Tests wurden mit GraphPad Prism (Version 5.04, GraphPad Software, San
Diego, CA, USA) erstellt. Das p-Level der jeweiligen statistischen Tests wird als
p < 0,05, p<0,01, p<0,001 angegeben

Poweranalysen als Abschatzung bendétigter Stichprobenumfange unter der Annahme
normalverteilter Daten wurden mit der Software R und der Rpackage
durchgefiihrt und graphisch aufbereitet. So konnten A b ecsat s Ab&chatzungen von
Fallzahlen  fir  zukunftige  Studien unternommen werden. Bei allen
Fallzahlberechnungen wurde ein zweiseitiger T-test und ein alpha von 0.05
angenommen. Die Werte der Power wurden variiert (0.9, 0.8, 0.6, und 0.4) und die
Fallzahlen graphisch als Nomogramme ausgegeben. Bei dieser Vorgehensweise

handelt es sich um eine Best-Case Betrachtung. Bereits die Annahme normalverteilter
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Daten ist nicht zwangslaufig fir jeden plazentaren Parameter gegeben, was die Power

statistischer Analysen unter die hier errechnete Schwelle mindert.
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4. Ergebni sse

41. Deskriptive Statistik

Die untersuchte Plazentapopulation bestand aus Plazenten von 26 mannlichen (davon
13 durch sectio und 13 via naturalis entbunden) und 24 weiblichen Kindern (davon 11

durch sectio und 13 via naturalis entbunden).

Die Daten der deskriptiven Statistik makroskopischer Parameter mit Mittelwerten und
Standardabweichung (SA) der in der vorliegenden Arbeit untersuchten Plazenten sind

in Tabelle 3 zusammengestellt.

Die absoluten (Ergebnis der Berechnung nach Formel 4) und relativen (relative
Volumenanteile vor Berechnung nach Formel 4) Mittelwerte (+/- SA) der stereologisch
untersuchten Parameter der in der vorliegenden Arbeit untersuchten Plazenten sind in
Tabelle 4 aufgefiihrt. Diese Werte leiten sich aus den sechs Einzelproben jeder
Plazenta (Tabelle 5) ab. Die Daten in Tabelle 4 sind nach Aktin positiven (Vorsilbe pos
in der Abklrzung) bzw. Aktin negativen Zottenabschnitten (Vorsilbe neg in der
Abklrzung) unterteilt. Innerhalb dieser beiden immunhistochemisch definierten
Hauptkategorien wurde wiederum nach Stroma (STRO; negSTRO; posSTRO),
GefalBlumen (LUM; negLUM, posLUM), GefalBendothel (ENDO; negENDO;
posENDO) und villdésem Trophoblast (SYN; negSYN; posSYN) unterteilt. Zusatzlich
werden die Volumina des Fibrinoids (FIB) und des intervillésen Raumes (INTRO)
aufgefuhrt. Die Summenparameter SUZO, SUposZO und SUnegZO sind aus den

stereologisch bestimmten Parametern durch Summenbildung abgeleitet (Tabelle 8).
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Tabelle 3: Deskriptive Statistik mit Mittelwerten und Standardabweichung makroskopischer Parameter. Gezeigt sind das Gestationsalter (GA), das
Geburtsgewicht (GG), Gewicht der Plazenta (PG), das Verhéltnis von Plazenta- zu Geburtsgewicht (PG_GG_Ratio), der langste Durchmesser der Plazenta
(LDM), der kurzeste Durchmesser der Plazenta (KDM), Oberflache der Plazenta (OF), Dicke der Plazenta (DICKE), die mittlere Distanz der Gewebeprobe zur
Nabelschnurinsertion (Dist zu NS) und die mittlere Distanz der Gewebeprobe zum Rand der Plazenta (Dist. zu RD).

_ GA PG_GG 2 Dist. zu  Dist. zu
N=50 Wochen] GG[g] PG]Jg] Ratio LDM [cm] KDM [cm] OF [cm?] DICKE [cm] NS [cm] RD [cm]
Mittelwert 39,65 3412,00 503,00 0,149 19,63 16,35 1012,00 1,586 7,09 3,30
+ SA +1,20 + 426,00 +94,00 +0,028 +1,82 +2,00 #177,00 + 0,427 +1,37 + 0,66

Tabelle 4: Deskriptive Statistik mit Mittelwerten (Absolutwerte in ml, Volumenfraktionen in %) sowie absolute und relative Standardabweichung (SA) von
mikroskopischen Parametern der gesamten Plazentapopulation. Gezeigt sind Aktin positives und negatives Stroma (posSTRO bzw. negSTRO), Aktin positives
und negatives GefalZlumen (posLUM bzw. negLUM), Aktin positives und negatives GefaRendothel (posENDO bzw. negENDO), Aktin positives und negatives
Synzytium (posSYN bzw. negSYN), die Summenparameter aller Aktin positiven und negativen Zottenbestandteile (SUposZO bzw. SUnegZ0O), Summe aller
Zottenbestandteile (SUZO), Fibrinoid (FIB) und intervilldser Raum (INTRO).

N=50 posSTRO posLUM posENDO posSYN SUposZO
Mittelwert = SA (72,37 £20,53) ml (28,73 £13,60) ml (7,06 £3,69) ml (12,59 +5,25) ml (120,75 + 36,42) ml
Rel. Mittelwert + rel. SA (14,35+28,37)% (5,70+£47,34) % (1,40 £52,27)% (2,50 £41,70) % (23,94 £7,22) %

N=50 negSTRO negLUM negENDO negSYN SUnegz0O
Mittelwert + SA (30,30 £15,23) ml (26,31 +£13,68) ml (7,89 +£6,38) ml (14,74 £6,12) m| (79,23 £ 34,09) ml
Rel. Mittelwert + rel. SA (6,01 +£50,26) % (5,22 £52,00) % (1,56 £80,90) % (2,93 +41,52) % (15,71 £6,76) %

N=50 SUZO FIB INTRO UNDEF
Mittelwert + SA (200,00 +37,03) ml (48,08 £23,68) ml (256,27 +59,78) ml (0,93 +1,25) ml
Rel. Mittelwert + rel. SA (39,66 + 7,34) % (9,53 +49,25)% (50,81 +23,33) % (0,18 + 0,25) %
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Tabelle 5: Deskriptive Statistik mit Mittelwert und Standardabweichung Aktin positiver Teilparameter

aller Probeentnahmestellen (n = 6 pro Plazenta) jeder der Plazenten (n = 50, Eine Zeile pro Plazenta).

Nr. posSTRO (ml) posLUM (ml) posENDO (ml) posSYN (ml)
1 Mittelwert £+ SD| 65,26 + 24,77 29,24 + 19,23 6,65 + 8,07 12,48 + 10,10
2 Mittelwert £+ SD| 77,88 + 22,76 20,82 + 11,98 467 + 1,49 18,09 + 8,17
3 Mittelwert £ SD| 69,83 + 26,20 34,96 + 19,35 7,43 + 4,89 20,65 + 11,21
4 Mittelwert + SD| 83,20 + 29,61 3451 £ 17,42 8,23 t+ 3,65 16,16 + 6,73
5 Mittelwert £+ SD| 75,27 + 19,01 35,02 + 23,28 7,68 + 4,83 16,46 + 4,89
6 Mittelwert £ SD| 55,39 + 20,50 22,72 + 10,10 11,21 + 3,38 8,23 + 6,48
7 Mittelwert £ SD| 59,57 + 5,60 34,00 + 13,18 11,06 + 6,24 1440 + 3,98
8 Mittelwert £+ SD| 97,21 + 38,55 28,59 + 17,54 6,92 + 5,16 1445 + 8,92
9 Mittelwert £+ SD| 92,25 + 23,68 23,63 + 8,82 6,13 + 511 9,57 + 551
10 Mittelwert £ SD| 58,20 + 21,28 26,72 + 9,84 12,37 + 7,42 11,89 + 7,20
11 Mittelwert £+ SD| 54,01 + 11,89 2240 + 6,14 7,02 + 3,84 1157 + 7,17
12 Mittelwert £+ SD| 84,22 + 23,10 46,20 + 18,79 11,72 + 7,80 18,92 + 10,93
13 Mittelwert £+ SD| 87,13 + 18,42 70,67 + 20,79 571 + 4,04 2396 + 11,17
14 Mittelwert £+ SD| 59,81 + 14,81 29,75 + 11,16 4,73 + 4,16 1554 + 9,58
15 Mittelwert £+ SD| 60,97 + 11,42 3753 + 7,40 6,53 + 3,43 11,73 + 5,00
16 Mittelwert £+ SD| 63,64 + 10,88 39,18 + 13,15 951 + 431 1391 + 3,79
17 Mittelwert £+ SD| 78,55 + 15,86 23,65 + 6,33 6,92 + 3,52 16,13 + 9,21
18 Mittelwert £+ SD| 92,67 + 33,47 62,98 + 20,79 16,90 + 7,62 21,71 + 7,69
19 Mittelwert £+ SD| 68,97 + 18,61 28,44 + 10,30 483 = 3,39 6,72 £ 1,91
20 Mittelwert + SD| 110,82 + 32,24 57,16 + 18,66 8,80 + 4,36 19,77 + 7,23
21 Mittelwert + SD| 66,76 + 15,40 37,97 £ 14,90 592 + 2,97 8,73 = 7,10
22 Mittelwert + SD| 138,87 + 55,67 39,47 + 16,07 10,07 + 7,80 20,47 + 555
23 Mittelwert + SD| 79,08 + 12,40 4532 + 10,11 9,69 * 4,05 17,23 + 7,59
24 Mittelwert + SD| 113,92 + 27,19 41,45 + 1743 953 + 4,72 2258 + 8,84
25 Mittelwert + SD| 62,99 + 17,26 1521 + 11,31 457 = 1,40 8,56 * 4,42
26 Mittelwert + SD| 51,85 + 13,53 15,18 + 8,20 2,15 + 2,18 721 + 4,78
27 Mittelwert = SD| 54,72 + 3,29 17,28 + 6,11 4,09 + 1,79 6,41 + 3,86
28 Mittelwert + SD| 40,49 + 12,09 22,75 + 14,93 4,65 + 5,56 9,30 + 6,95
29 Mittelwert + SD| 54,55 + 13,60 25,25 + 10,81 3,656 + 5,09 8,32 + 6,09
30 Mittelwert + SD| 73,81 + 28,31 36,71 £ 21,08 6,00 £ 3,98 15,37 + 6,33
31 Mittelwert + SD| 62,82 + 9,64 3598 + 10,18 6,91 + 4,39 1361 + 524
32 Mittelwert + SD| 87,02 £ 26,77 51,73 £ 14,70 1461 + 10,76 18,24 + 14,34
33 Mittelwert + SD| 88,39 + 46,60 27,12 + 15,93 544 + 251 11,68 + 3,53
34 Mittelwert + SD| 63,35 + 18,67 16,57 + 10,22 3,30 £ 1,85 11,06 + 7,94
35 Mittelwert + SD| 80,18 + 11,11 2428 + 7,24 528 + 1,94 12,40 + 6,61
36 Mittelwert + SD| 69,65 + 29,87 16,77 + 3,90 2,15 + 1,31 7,00 £ 4,12
37 Mittelwert + SD| 48,59 + 15,19 14,07 + 5,75 514 + 2,87 555 + 2,75
38 Mittelwert + SD| 43,81 + 9,48 590 + 4,42 298 + 3,23 233 £ 2,22
39 Mittelwert + SD| 53,96 + 11,02 26,01 + 14,49 423 + 3,52 8,17 + 7,08
40 Mittelwert + SD| 98,82 + 21,69 16,61 + 7,12 3,26 + 2,33 490 = 2,78
41 Mittelwert + SD| 57,59 + 19,76 12,98 + 5,05 450 + 2,52 7,28 + 4,69
42 Mittelwert + SD| 73,00 £ 19,25 16,67 + 6,42 3,69 + 3,85 13,34 + 5,01
43 Mittelwert + SD| 70,17 £ 26,06 10,93 + 8,94 3,43 + 3,66 6,55 + 3,25
44 Mittelwert + SD| 46,47 + 16,76 17,39 + 9,55 3,76 £+ 1,91 7,26 + 522
45 Mittelwert + SD| 42,87 £ 23,02 11,09 + 4,11 327 = 1,76 430 = 2,97
46 Mittelwert + SD| 104,60 + 49,37 27,43 + 10,62 16,67 + 7,97 16,34 + 7,08
47 Mittelwert + SD| 47,35 £ 8,07 16,71 + 891 6,89 + 554 9,11 + 7,95
48 Mittelwert + SD| 91,78 + 14,02 2458 + 12,37 8,60 + 455 1441 + 8,36
49 Mittelwert + SD| 64,24 + 18,49 20,54 + 1181 7,67 £ 5,69 12,60 + 9,89
50 Mittelwert + SD| 9194 + 16,19 38,15 + 15,90 16,11 + 5,12 17,09 + 411
n=50 posSTRO (ml) posLUM (ml) posENDO (ml) posSYN (ml)
Mittelwert + SD| 72,37 + 20,53 28,73 + 13,60 7,06 + 3,69 12,59 + 525
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Tabelle 6: Deskriptive Statistik mit Mittelwert und Standardabweichung Aktin negativer Teilparameter

aller Probeentnahmestellen (n = 6 pro Plazenta) jeder der Plazenten (n = 50, Eine Zeile pro Plazenta).

Nr. negSTRO (ml) negLUM (ml) negENDO (ml) negSYN (ml)
1 Mittelwert £ SD| 38,96 = 21,34 4261 + 11,48 8,96 + 3,97 14,75 £ 7,50
2 Mittelwert + SD| 20,64 + 9,17 18,06 + 4,77 530 + 4,58 16,18 + 7,35
3 Mittelwert £+ SD| 19,46 + 6,63 22,90 + 8,68 7,15 + 3,14 11,47 + 5,49
4 Mittelwert + SD| 1569 + 7,31 12,44 + 5,98 325 + 1,99 8,23 + 6,08
5 Mittelwert £ SD| 19,98 + 8,44 31,25 + 10,71 9,05 + 4,13 15,88 + 5,23
6 Mittelwert £+ SD| 48,16 + 16,53 52,18 + 17,28 42,82 + 16,16 26,08 + 9,52
7 Mittelwert £ SD 9,20 = 4,35 9,87 = 549 247 = 1,02 6,06 + 3,49
8 Mittelwert + SD| 15,32 + 6,87 8,15 + 4,80 1,94 + 3,02 10,72 + 7,51
9 Mittelwert £+ SD| 36,39 + 10,69 38,26 + 16,62 750 + 325 20,87 + 8,06
10 Mittelwert + SD| 17,69 + 12,53 1348 + 13,62 495 + 3,99 12,70 + 11,59
11 Mittelwert £+ SD| 12,40 + 2,60 9,87 = 6,00 3,60 + 261 8,04 + 2,10
12 Mittelwert £ SD| 26,09 + 5,00 42,15 = 15,10 13,47 £ 527 20,16 = 8,52
13 Mittelwert + SD| 21,52 + 8,99 39,77 + 5,09 488 + 3,10 10,55 £+ 8,93
14 Mittelwert + SD| 28,64 + 10,76 24,64 + 5,96 4,08 + 4,27 10,86 + 4,53
15 Mittelwert + SD| 21,22 + 6,80 26,07 + 9,85 6,55 + 2,77 1195 + 3,06
16 Mittelwert £+ SD| 32,12 + 9,65 20,09 + 11,02 439 + 2,37 1342 + 4,33
17 Mittelwert £ SD| 10,00 + 6,68 6,12 + 4,38 1,84 + 1,70 11,21 £ 11,90
18 Mittelwert =+ SD| 16,64 + 10,92 18,92 + 10,27 255 + 142 9,33 + 4,80
19 Mittelwert + SD| 24,21 + 8,20 2440 + 13,49 8,34 + 6,28 14,78 + 7,79
20 Mittelwert £+ SD| 22,61 + 6,51 13,38 + 5,07 2,62 £ 2,06 952 + 7,27
21 Mittelwert £+ SD| 15,61 + 8,33 3155 + 11,62 6,26 + 4,22 9,96 + 3,78
22 Mittelwert + SD| 38,62 + 11,26 2254 + 12,67 3,40 = 3,17 12,66 + 5,58
23 Mittelwert + SD| 17,00 £ 7,80 1435 + 8,68 2,14 + 1,66 13,25 + 16,17
24 Mittelwert + SD| 24,88 = 3,92 11,87 + 8,73 264 + 1,63 720 = 2,95
25 Mittelwert £+ SD| 39,01 + 17,62 28,90 + 5,64 9,32 + 3,32 11,06 + 6,65
26 Mittelwert £+ SD| 26,35 + 7,36 20,27 + 4,34 556 + 3,36 1452 + 7,62
27 Mittelwert + SD| 32,80 + 18,72 38,04 + 15,50 9,96 + 5,50 2753 + 443
28 Mittelwert + SD| 34,61 + 9,90 50,15 + 10,46 12,38 + 4,82 17,80 + 6,92
29 Mittelwert + SD| 36,94 + 11,85 48,26 = 20,10 8,67 = 4,71 17,96 + 4,85
30 Mittelwert + SD| 17,07 = 6,37 22,15 = 9,70 505 + 2,98 10,36 + 7,67
31 Mittelwert £+ SD| 14,03 + 2,84 2351 + 13,00 3,08 + 2,26 853 + 645
32 Mittelwert £+ SD| 27,00 + 12,65 26,22 + 11,32 13,51 + 9,56 16,80 + 6,81
33 Mittelwert + SD| 29,19 + 12,81 32,73 + 16,03 567 + 4,14 17,28 + 9,64
34 Mittelwert + SD| 27,09 = 10,03 17,09 + 4,35 9,00 + 4,62 13,65 + 3,64
35 Mittelwert + SD| 30,10 + 13,22 21,68 = 10,69 476 + 2,04 1585 + 8,50
36 Mittelwert + SD| 49,25 * 12,23 26,98 = 8,57 8,13 + 2,97 17,59 + 6,29
37 Mittelwert £+ SD| 50,63 + 11,26 29,69 + 6,84 11,51 + 3,74 17,10 + 5,09
38 Mittelwert £+ SD| 39,12 + 13,66 28,10 + 6,42 12,30 + 6,99 18,15 + 5,66
39 Mittelwert + SD| 49,35 + 13,89 57,73 + 23,19 11,16 + 7,44 23,71 + 10,50
40 Mittelwert + SD| 34,08 = 10,18 30,68 + 10,94 8,15 + 6,40 14,68 + 10,50
41 Mittelwert + SD| 29,12 * 13,03 25,78 + 16,94 8,93 + 6,96 15,67 £ 5,96
42 Mittelwert + SD| 67,46 + 1244 30,00 + 10,40 13,37 + 6,34 36,69 + 6,29
43 Mittelwert + SD| 91,00 + 26,38 24,36 + 9,09 1247 £+ 3,75 28,86 + 7,35
44 Mittelwert + SD| 43,32 + 12,35 30,37 + 11,60 9,67 + 4,93 1342 + 558
45 Mittelwert + SD| 45,32 + 13,13 72,81 + 17,30 19,92 + 8,23 20,91 + 595
46 Mittelwert + SD| 25,36 = 9,17 13,73 £ 9,35 482 + 4,69 8,80 + 6,11
47 Mittelwert + SD| 18,81 = 845 16,30 + 9,04 3,98 + 261 6,51 + 3,26
48 Mittelwert + SD| 41,52 + 5,38 14,83 + 6,86 445 + 0,86 1335 £ 491
49 Mittelwert + SD| 43,89 + 12,95 17,05 = 4,84 11,37 + 6,30 16,28 + 6,67
50 Mittelwert + SD| 19,76 + 11,49 13,39 + 11,36 6,94 + 4,71 8,19 + 5,78
n=50 negSTRO (ml) negLUM (ml) negENDO (ml) negSYN (ml)
Mittelwert + SD| 30,30 + 15,23 26,31 + 13,68 7,89 + 6,38 14,74 + 6,12
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Tabelle 7: Deskriptive Statistik mit Mittelwert und Standardabweichung der Teilparameter Fibrinoid
(FIB), intervilldéser Raum (INTRO) und Strukturen ohne Zuordnung zum Zottenbaum (UNDEF) aller

Probeentnahmestellen (n = 6 pro Plazenta) jeder der Plazenten (n = 50, Eine Zeile pro Plazenta).

Nr. FIB (ml) INTRO (ml) UNDEF (ml)
1 Mitelwert + SD| 37,46 + 16,84 264,35 + 4324 029 + 0,71
2 Mittelwert + SD| 46,85 + 17,02 33526 + 54,08 125 + 2,26
3 Mittelwert + SD| 3148 + 1151 281,82 + 7357 086 + 2,11
4 Mittelwert + SD| 52,79 + 1257 21329 + 4228 323 + 648
5 Mittelwert + SD| 39,34 + 1956 238,81 + 3382 028 * 0,68
6 Mittelwert + SD| 4570 + 2175 267,92 + 30,07 459 + 3,98
7 Mittelwert + SD| 38,85 + 1057 219552 + 19,33 0,00 + 0,00
8 Mittelwert + SD| 64,76 + 67,46 33693 + 6898 000 * 0,00
9 Mittelwert + SD| 7843 + 9,77 305,96 + 24,50 0,00 = 0,00
10 Mittelwert + SD| 99,32 + 66,72 146,67 + 83,99 0,00 + 0,00
11 Mittelwert + SD| 44,53 + 20,17 19137 + 26,96 0,20 + 0,49
12 Mittelwert + SD| 110,29 + 6512 38294 + 77,26 0,85 + 131
13 Mittelwert + SD| 75,62 + 39,28 38954 + 3640 1,65 * 255
14 Mittelwert + SD| 98,29 + 16,78 33332 + 53,04 033 + 0,82
15 Mittelwert + SD| 51,29 + 1350 258,17 + 22,62 0,00 + 0,00
16 Mittelwert + SD| 59,16 + 16,82 160,36 + 20,40 0,23 * 0,56
17 Mittelwert + SD| 67,76 + 67,76 14143 + 7468 041 + 101
18 Mittelwert + SD| 50,93 + 2253 214,84 + 5513 254 + 175
19 Mittelwert + SD| 50,58 + 20,02 247,73 + 2832 0,00 + 0,00
20 Mittelwert + SD| 67,43 + 2868 28130 + 44,79 160 + 253
21 Mittelwert + SD| 38,87 + 9,10 344,37 + 2833 0,00 * 0,00
22 Mittelwert + SD| 8851 + 33,15 294,39 + 70,85 0,00 = 0,00
23 Mittelwert + SD| 100,79 + 106,85 190,16 + 94,59 0,00 + 0,00
24 Mittelwert + SD| 70,24 + 3151 28169 + 3851 0,00 + 0,00
25 Mittelwert + SD| 27,67 + 9,25 24945 + 2215 025 + 0,62
26 Mittelwert + SD| 5518 + 2583 23472 + 2544 0,00 + 0,00
27 Mittelwert + SD| 4516 + 1836 287,02 + 49,66 0,00 + 0,00
28 Mittelwert + SD| 38,19 + 13,29 22969 + 31,43 0,00 + 0,00
29 Mittelwert + SD| 49,26 + 13,63 339,14 + 2514 0,00 + 0,00
30 Mittelwert + SD| 34,22 + 1233 21029 + 22,29 097 + 120
31 Mittelwert + SD| 36,47 + 1445 22405 + 11,99 0,00 + 0,00
32 Mittelwert + SD| 78,88 + 3435 32599 + 52,86 0,00 + 0,00
33 Mittelwert + SD| 40,92 + 14,75 22187 + 28,03 271 + 219
34 Mittelwert + SD| 28,32 + 16,99 206,55 + 4849 0,00 + 0,00
35 Mittelwert + SD| 3046 + 1511 25195 + 2491 106 + 1,94
36 Mittelwert + SD| 3560 + 2586 254,06 + 3626 0,80 + 1,34
37 Mittelwert + SD| 29,28 + 11,62 176,01 + 2531 043 * 0,66
38 Mittelwert + SD| 24,53 + 1592 19999 + 31,17 3,80 + 337
39 Mittelwert + SD| 14,57 + 4,84 292,78 + 5576 3,32 + 2,11
40 Mittelwert + SD| 26,72 + 9,64 244,02 + 17,72 1,10 * 1,34
41 Mittelwert + SD| 1828 + 8,17 265,82 + 2061 4,04 + 634
42 Mittelwert + SD| 49,02 + 3562 37000 + 5216 0,74 + 1,15
43 Mittelwert + SD| 4584 + 1341 272,08 + 2620 0,31 + 0,76
44 Mittelwert + SD| 32,44 + 9,00 217,82 + 39,88 3,08 + 2,46
45 Mittelwert + SD| 21,94 + 6,63 211,81 + 3045 0,75 + 0,83
46 Mittelwert + SD| 2955 + 13,16 317,53 + 6578 2,18 + 3,61
47 Mittelwert + SD| 9,42 + 513 191,92 + 1515 0,00 + 0,00
48 Mittelwert + SD| 18,61 + 3,79 271,86 + 17,85 0,00 + 0,00
49 Mittelwert + SD| 36,95 + 1845 211,67 + 3745 0,75 + 0,82
50 Mittelwert + SD| 37,04 + 1128 21331 + 47,03 208 + 367

n=50 FIB (ml) INTRO (ml) UNDEF (ml)

Mittelwert + SD| 48,08 + 2368 25627 + 59,78 093 * 1,25
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Tabelle 8: Aus Tabelle 5 als Addition der Mittelwerte abgeleitete Summenparameter Summe Aktin

positiver Zotten (SUposZO), Summe Aktin negativer Zotten (SUnegZO) und Summe aller Zotten

(SUZO).

Nr. SUposZ0O (ml) SUnegZ0O (ml) SUZO (mL)
1 Mittelwert 113,63 105,28 218,91
2 Mittelwert 121,46 60,18 181,64
3 Mittelwert 132,87 60,98 193,85
4 Mittelwert 142,10 39,61 181,71
5 Mittelwert 134,43 76,16 210,59
6 Mittelwert 97,55 169,24 266,79
7 Mittelwert 119,03 27,60 146,63
8 Mittelwert 147,17 36,13 183,30
9 Mittelwert 131,58 103,02 234,60
10 Mittelwert 109,18 48,82 158,00
11 Mittelwert 95,00 33,91 128,91
12 Mittelwert 161,06 101,87 262,93
13 Mittelwert 187,47 76,72 264,19
14 Mittelwert 109,83 68,22 178,05
15 Mittelwert 116,76 65,79 182,55
16 Mittelwert 126,24 70,02 196,26
17 Mittelwert 125,25 29,17 154,42
18 Mittelwert 194,26 47,44 241,70
19 Mittelwert 108,96 71,73 180,69
20 Mittelwert 196,55 48,13 244,68
21 Mittelwert 119,38 63,38 182,76
22 Mittelwert 208,88 77,22 286,10
23 Mittelwert 151,32 46,74 198,06
24 Mittelwert 187,48 46,59 234,07
25 Mittelwert 91,33 88,29 179,62
26 Mittelwert 76,39 66,70 143,09
27 Mittelwert 82,50 108,33 190,83
28 Mittelwert 77,19 114,94 192,13
29 Mittelwert 91,77 111,83 203,60
30 Mittelwert 131,89 54,63 186,52
31 Mittelwert 119,32 49,15 168,47
32 Mittelwert 171,60 83,53 255,13
33 Mittelwert 132,63 84,87 217,50
34 Mittelwert 94,28 66,83 161,11
35 Mittelwert 122,14 72,39 194,53
36 Mittelwert 95,57 101,95 197,52
37 Mittelwert 73,35 108,93 182,28
38 Mittelwert 55,02 97,67 152,69
39 Mittelwert 92,37 141,95 234,32
40 Mittelwert 123,59 87,59 211,18
41 Mittelwert 82,35 79,50 161,85
42 Mittelwert 106,70 147,52 254,22
43 Mittelwert 91,08 156,69 247,77
44 Mittelwert 74,88 96,78 171,66
45 Mittelwert 61,53 158,96 220,49
46 Mittelwert 165,04 52,71 217,75
47 Mittelwert 80,06 45,60 125,66
48 Mittelwert 139,37 74,15 213,52
49 Mittelwert 105,05 88,59 193,64
50 Mittelwert 163,29 48,28 211,57
n=50 SUposZ0O (ml) SUnegZ0O (ml) SUZO (mL)

Mittelwert + SD

120,75 + 36,47

79,25 + 34,09

200,00 + 37,03
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42. Er gebni snsuel tdierari aten Korrelati

Zunachst wurde durch orientierende Analyse der verschiedenen Parameter geklart,
ob zwischen einzelnen der zu analysierenden Parameter ein offensichtlicher nicht-
linearer Zusammenhang bestand. Abbildung 7 zeigt einen Scatterplot aller
untersuchten Parameter gegeneinander. Es bestand keine Notwendigkeit, bei einem

der Parameter oder Parameterpaarungen nicht-lineare Beziehungen zu unterstellen.
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Abbildung 7: Matrix-Scatterplot der wichtigsten Parameter gegeneinander. Die Parameter sind an den
Achsen aufgefuhrt (Intervilléser Raum INTRO, Summe aller Zotten SUZO, Summe Aktin positiver Zotten
SUposZO, Stroma Aktin positiver Zotten posSTRO, Summe Aktin negativer Zotten SUnegZO, Stroma
Aktin negativer Zotten negSTRO, Geburtsgewicht GG, Plazenta zu Geburtsgewicht PG_GG, Dicke der
Plazenta DICKE, Fibrinoid FIB). Die Graphen der diagonalen Felder (identische Paarungen) zeigen
Histogramme des jeweils zugehdrigen Parameters. Die Graphen der nicht-identischen Paarungen
(unterhalb der Diagonalen und oberhalb jeweils in reverser Anordnung der X- und Y- Achsen) zeigen
die Datenpunkte in schwarz, den gleitenden Mittelwert als rote Kurve, und die lineare Regression als

griine Gerade mit rot gestrichelter 95% Konfidenzgrenze.

Die Ergebnisse der anschlielBend durchgefiihrten Korrelationsanalyse sind in
Abbildung 8 zusammengefasst. Die Abbildung stellt dieselben Parameter zusammen

wie in Abbildung 7. Die Abbildung zeigt graphisch den Korrelationsfaktor als
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