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Zusammenfassung

Schon lange ist aus epidemiologischen Studien bekannt, dass das Plazentagewicht
und das Gewicht der Neugeborenen eng miteinander korrelieren. Es ist allerdings
unklar, ob, und wenn ja, welche mikroskopischen Abschnitte des Plazenta-

Zottenbaums den Gewichtsverlust widerspiegeln.

Erst vor kurzem konnten Teilstrukturen des Zottenbaums der menschlichen Plazenta
identifiziert werden, deren Volumen (Gewicht) bei Plazenten aus klinisch unauffalligen
Schwangerschaften mit dem Plazentagewicht korreliert. Diese Strukturen sind Anteile
des Zottenbaums, in denen perivaskulare Myofibroblasten nachweisbar sind. Hierfur

wird der glattmuskulare Reifungsmarker y-smooth-muscle-Aktin (y-sm) verwendet.

Bei der intrauterinen Wachstumsretardierung (IUGR) spielen Minderung der
Kindsgréle und damit auch des Kindsgewichts und des Plazentagewichts eine
entscheidende Rolle, und zwar schon klinisch diagnostisch. Der per Ultraschall
nachgewiesene Abfall des zunachst noch normalen kindlichen Wachstums unter die

10. Perzentile ist ein entscheidendes diagnostisches Kriterium fir die IUGR.

Die Frage dieser Studie war daher, ob auch bei IUGR der Gewichtsverlust der Plazenta
mit einer Reduktion der Anteile des Zottenbaums einhergeht, die den oben genannten
Marker y-sm-Aktin enthalten (y-sm-positiv). Eine teilweise gematchte Kontrollgruppe

normaler Plazenten wurde mitgeflhrt.

Zur Volumenbestimmung wurden stereologische Methoden eingesetzt, mit denen die
Volumina der y-sm-positiven Anteile des Zottenbaums (C-villi) und der y-sm-negativen
Anteile des Zottenbaums (NC-villi) bestimmt wurden. Einige der im peripheren
Zottenbaum bekannten Veranderungen bei IUGR (verlangerte Diffusionsdistanz,
verminderte Verzweigung der Zotten) wurden zum Vergleich mit Literaturdaten und

damit auch zur Validierung parallel mitbestimmt.

Zentrales Ergebnis ist, dass der Volumen- und Gewichtsverlust der Plazenten bei
IUGR praktisch nur fur die C-villi signifikant ist, nicht aber fur die NC-villi. Weitere Daten
bestatigen die Verlangerung der Diffusionsdistanz an der Oberflache der Zotten und
die verminderte Verzweigung der Zottenbdume bei [IUGR. Qualitative
Mustervergleiche aller bestimmten Parameter zeigen einen weitgehenden Verlust der
in normalen Plazenten auffindbaren Wachstumskorrelationen. Die Plazenten bei [UGR

sind von einer sehr breiten und umfassenden Stérung der Entwicklung betroffen.



Der Gewichtsverlust der Plazenten mit IUGR ist damit zuerst mit dem Gewichts- und
Volumenverlust der C-villi verbunden. Diese enthalten kontraktile Myofibroblasten und
muassen in ihrer Masse den Stammzotten zugeordnet werden. Damit sind diese
Gewichtsveranderungen eine sich sehr fruh in der Plazentaentwicklung (ab dem
Ubergang vom ersten zum zweiten Trimester) progressiv entwickelnde
pathogenetische Veranderung. Dies wirft viele Fragen auf, u.a. ob die im peripheren
Zottenbaum auftretenden Veranderungen (erhdhte Diffusionsdistanz und verminderte
Zottenverzweigung) nicht sekundar zu dieser zeitlich vorangehenden

pathogenetischen Veranderung im zentralen Zottenbaum sind.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Plazenta: Entwicklung, Aufbau und Funktion

Ubersicht

Die Plazenta ist ein temporares Organ, welches sehr rasch in einem komplizierten
Entwicklungsprozess entsteht. Von Beginn der Plazentation an muss die sich parallel
zum Embryo entwickelnde und reifende Plazenta effektiv den Stoff- und Gasaustausch
zwischen Mutter und Kind innerhalb des Uterus gewahrleisten. An der Bildung der
Plazenta sind Mutter (Basalplatte), aber vor allem das Kind (Chorionplatte und das von
ihr ausgehende baumahnlich verzweigte Zottensystem) beteiligt. Das kindliche
Zottensystem ist der sogenannte Zottenbaum, der von mutterlichem Blut umspult wird.
Das mutterliche und kindliche Blut bleibt stets durch eine vom Embryo gebildete
epitheliale und bindegewebige Schranke, die sogenannte Blut-Plazenta-Schranke,
voneinander getrennt. Uber diese Grenzmembran an der Oberflache der Zotten kann

der Stoff- und Gasaustausch kontrolliert und selektiv ablaufen.

Am Ende einer normalen Geburt 10st sich die Plazenta mit den Nachwehen vom Uterus

und wird mitsamt den Eihauten als Nachgeburt ausgeschieden.
Entwicklung der menschlichen Plazenta

In der Praimplantationsphase teilt sich die befruchtete Eizelle (Zygote) mehrere Male,
um dann schlieBlich als Blastozyste am Implantationsort im Uterus anzukommen. In
der Blastozyste befinden sich zwei wesentliche Zellpopulationen: Innen der
Embryoblast und auf’en der Trophoblast, letzterer ist das erste Epithelgewebe des
menschlichen Korpers. Aus dem zunachst aus Einzelzellen bestehenden
Trophoblasten an der Oberflache der Blastozyste entsteht wahrend der Einnistung
durch interzellulare Fusion eine  zweite  Trophoblastpopulation, der
Synzytiotrophoblast. Dieser bildet die apikale Lage des nunmehr zweischichtigen
trophoblastaren Epithels. Der zellulare, nicht synzytiale Teil des Trophoblasten wird

als Zytotrophoblast bezeichnet und liegt basal [1].

Die Entwicklung der Plazenta, die Plazentation, beginnt mit der Einnistung der
Blastozyste am 6. - 7. Tag p.c. [2]. Ublicherweise heftet sich die Blastozyste mit der
Seite an die Uterusschleimhaut, an der innen der Embryoblast liegt. Diese Seite wird
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Einleitung

deswegen auch Implantationspol genannt [1]. Der Synzytiotrophoblast, die durch
interzellulare Fusion von Zytotrophoblasten entstandene vielkernige Zellschicht ohne
Zellgrenzen, penetriert massiv die Uterusschleimhaut und dringt in diese ein. Innerhalb
des Synzytiotrophoblasten entstehen Lakunen. Dies markiert den Beginn der
lakunaren oder trabekularen Phase der Plazentation, die ca. von Tag 8 bis Tag 13 p.c.
andauert. Die Lakunen werden groRer und von Balken des Synzytiotrophoblasten
durchsetzt. Der Zytotrophoblast, der direkt basal des Synzytiotrophoblasten liegt,
wachst entlang dieser Balken (Trabekel) ein und an einigen Stellen sogar durch die
Oberflache des Synzytiotrophoblasten hindurch. Hier bildet sich rasch eine
durchgehende, aus Zytotrophoblast bestehende Zellschicht. Diese Zellschicht wird als
Zytotrophoblastschale bezeichnet und grenzt das Gewebe des Embryos gegen das
mutterliche Gewebe in der endometrialen Durchdringungszone ab [1, 3]. Die

Trophoblastschale verankert die Frucht im Endometrium [4].

Weil die Proliferation und Fusion des Trophoblasten am Implantationspol begonnen
hat, ist die Trophoblastenwand dort wesentlich dicker als an der gegenuberliegenden
Seite. Die relativ dickeren Trophoblastschichten am Implantationspol werden spater
zur Plazenta (chorion frondosum) wahrend der dunne Trophoblast auf der anderen
Seite spater zum chorialen Bestandteil der Eihdute (Chorion laeve) wird, also zu den

sogenannten Eihauten [1].

Seit wenigen Jahren ist klar, dass in der lakunaren Phase zunachst kein Blut in die
Lakunen einstromt, sondern dass diese Bereiche mit Sekreten endometrialer Drisen
durchstromt werden [5]. Die sogenannten ,Trophoblast Plugs®, die sich von der
Trophoblastschale ableiten, versiegeln die zuvor durch Synzytiotrophoblast
umgebauten Spiralarterien des Endometriums [6, 7]. Sobald die ersten mutterlichen
Erythrozyten in die Lakunen und den frihen intervilldsen Raum stromen, werden

verschiedene biologische Prozesse in Gang gesetzt.

Folgend ist die Beschreibung aus Benirschke et al. [1]: Es wachsen die Lakunen in die
Lange und der Synzytiotrophoblast wachst in blind endenden Asten in die Lakune ein.
Mit wachsender GroRe dieser Primarzotten dringt auch der Zytotrophoblast in diese
blind endenden Aste ein. Die Priméarzotten werden anschlieRend durch die Bildung
eines Stromakerns unter dem Trophoblasten zu sogenannten sekundaren Zotten. Die
Bindegewebszellen, die in die Primarzotten einwandern und dort das zentrale
Zottenbindegewebe bilden, sind Zellen des extraembryonalen Mesoderms. Diese
12
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Sekundarzotten bestehen aus einem bindegewebigen Zentralraum, Uberzogen von
einer basalen Lage Zytotrophoblast und einer apikalen Lage Synzytiotrophoblast.
Sobald im Stroma der Sekundarzotten hamangiopoetische Foci entstanden sind und
sich erste GefalRe gebildet haben, wird von den sogenannten Tertiarzotten
gesprochen. Ab diesem frihen Entwicklungsstadium sind alle spater im Rahmen der
weiteren Zottenreifung entstehenden Zottenverzweigungen tertiare Zotten. Die lokal
entstandenen Gefale finden rasch Anschluss an das fetale GefalRbett, so dass auch

die fetoplazentare Zirkulation morphologisch angelegt ist.

Der Haftstiel ist der Vorlaufer der Nabelschnur und verbindet die Embryonalscheibe
mit der Chorionplatte. Zwischen 8. und 12. Woche p.c. bildet sich allmahlich der
vollstandige maternale Kreislauf zwischen uterinen Arterien und dem intervillésen
Raum [7]. Spatestens in der 10. Woche p.c. schon haben sich alle
hamangiopoetischen Inseln des Zottenmesenchyms mit dem fetoplazentaren
Gefallnetz verbunden, wodurch die Bildung eines kompletten fetoplazentaren

Blutkreislaufes abgeschlossen ist.

Ein komplett funktionsfahiger fetoplazentarer Blutkreislauf besteht ungefahr ab Ende
der 11. bis 12. Woche p.c. [8].

Aufbau der reifen menschlichen Plazenta und ihre Funktion

Zum Zeitpunkt der Geburt misst die normale menschliche Plazenta durchschnittlich
20cm im Durchmesser, 2-3cm in der Dicke und ist etwa 500g schwer [9]. Sie wird mit
500 ml/min durchblutet [10]. Die reife menschliche Plazenta besteht im Wesentlichen

aus drei Teilen [9]:

e der bindegewebigen Chorionplatte, die au3en auf dem Amnionepithel aufliegt.
Die Chorionplatte gehort zum kindlichen Anteil der Plazenta.

e dem Zottensystem, welches aus dem intervilldsen Raum und den
Zottenbaumen besteht. Die Zotten gehen von der Chorionplatte aus und werden
im intervilldsen Raum von mutterlichem Blut umspuilt.

e der Basalplatte, die zum mautterlichen Anteil der Plazenta gehort. Von den
Gefallen der Basalplatte stromt maternales Blut in den intervilldsen Raum ein

und flie3t Uber diese auch wieder ab.

Die Chorionplatte hat nach innen (zum Embryo hin) das Amnionepithel mit
unterliegendem Amnion-Bindegewebe und nach auf3en (zum Myometrium, also zum

13
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Uterus hin) die Trophoblastenschicht. Zwischen Trophoblast und Amnion-
Bindegewebe liegt das Chorionbindegewebe, in das die Aste der UmbilicalgefaRe

eingebettet sind.

Im Zottensystem findet der Nahrstoffaustausch zwischen Mutter und Kind statt. Von
der Chorionplatte aus wachsen etwa 30-50 stark verzweigte Zottenbaume in den von
matterlichem Blut ausgefllten intervilldsen Raum hinein. Diese Zotten werden in der
klassischen Nomenklatur unterteilt in Stammzotten, Intermediarzotten und
Terminalzotten [11]. Der Zottenbaum bildet insgesamt eine Oberflache von 10-14gm?.
Des Weiteren gibt es noch die Haftzotten, die bis zur Basalplatte reichen, sich dort

verankern und die Zottenbaume somit an der Basalplatte befestigen.

Die Basalplatte liegt der Uteruswand an. Die Basalplatte wachst an einigen Stellen als
Einstilpung in den intervilldsen Raum ein. Diese Einstlilpungen werden
Plazentasepten genannt und unterteilen die Plazenta in 10 - 40 Kotyledonen, die

uterusseitig makroskopisch sichtbar sind.

Das mautterliche und kindliche Blut werden durch mehrere Zellschichten getrennt, die
als sogenannte Blut-Plazenta-Schranke zusammengefasst werden. Zu den
Zellschichten gehoren von der mutterlichen Seite ausgehend: der Synzytiotrophoblast,
der Zytotrophoblast, die Basallamina des Trophoblasten, Bindegewebe des
Zottenstromas, die Basallamina des Kapillarendothels und die Endothelzellen der
Zottenkapillaren. Nach dem 4. Schwangerschaftsmonat nimmt die Dichte der Zellen
des Zytotrophoblasten graduell und kontinuierlich ab. Zytotrophoblasten sind zum
Termin nur noch gelegentlich unter dem Synzytium vorzufinden. Der Aufbau der Blut-
Plazenta-Schranke zum Termin ist dann am Uberwiegenden Teil der Zottenoberflache
wie folgt: Synzytiotrophoblast, verschmolzene Basallaminae des Trophoblasten und
des Kapillarendothels und zum Schluss die Endothelzellen der Zottenkapillaren.
Gegen Ende der Schwangerschaft liegen die Kapillaren der Terminalzotten
weitestgehend direkt am Synzytiotrophoblast eng an. Die Blut-Plazenta-Schranke soll
den Gas- und Stoffaustausch kontrollieren. Die Atemgase O? und CO? kénnen frei
hindurch diffundieren. Auch das mdutterliche Immunglobulin der Klasse IgG, der
Antikorper gegen das Rhesus-D-Antigen, Alkohol und einige Infektionserreger (z. B.
Roteln, Zytomegalieviren, Toxoplasmen) kdnnen die Blut-Plazenta-Schranke
passieren. Teilweise geschieht dies auch durch aktiven Rezeptor-vermittelten
Transport (z. B. Immunglobuline) [9].
14
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Neben dem Gas- und Stoffaustausch hat die Plazenta auch eine endokrine Funktion.
Die Hormone werden vom Synzytiotrophoblasten gesteuert und aktivieren die
Mechanismen im Korper, die notwendig fur die Schwangerschaft sind. Dazu gehéren
unter anderem das humane Chorion-Gonadotropin und Gestagene wie Progesteron,

die fur die Aufrechterhaltung der Schwangerschaft von Bedeutung sind [9].
1.2 IUGR - eine Ubersicht

Die intrauterine Wachstumsretardierung (IUGR — Intrauterine Growth Restriction) ist
von groRem wissenschaftlichen und klinischen Interesse. Feten mit IUGR haben ein
erhdhtes Risiko die Schwangerschaft nicht zu tUberleben und ein erhdhtes Risiko fur
die Entwicklung von Behinderungen [12, 13]. Aulerdem haben die Neugeborenen mit
IUGR ein lebenslang erhdhtes Gesundheitsrisiko [14], wie zum Beispiel flr arterielle

Hypertonie, kardiovaskulare Ereignisse und Nierenerkrankungen [15].
Ungefahr 8% aller Schwangerschaften sind von einer IUGR betroffen [16, 17].

Fetales Wachstum wird bestimmt von Genetik und dem Umfeld aus mdtterlichen,
fetalen und plazentaren Einflissen [18]. Wenn das durch die genannten Faktoren
vorbestimmte Wachstumspotenzial nicht erreicht werden kann, dann spricht man von
einer [IUGR.

Laut der allgemein gultigen Definition, wird die Diagnose der intrauterinen
Wachstumsretardierung gestellt, wenn die in den Vorsorgeuntersuchungen
sonographisch gemessenen fetalen Wachstumsparameter (wie zum Beispiel
Femurlange, Abdomen- oder Kopfumfang) wahrend der ersten Halfte der
Schwangerschaft oberhalb der 10. Wachstumsperzentile waren und dann im weiteren
Verlauf unter die 10. Wachstumsperzentile fallen [19]. Folglich bleibt die Plazenta in
Schwangerschaften mit IUGR eher klein und das Kind ebenfalls. Was genau der
auslosende Mechanismus dieser Wachstumsstorung ist, ist bisher nicht bekannt.
Zudem ist auch nicht bekannt, wie sich die IUGR Plazenten strukturell auf
mikroskopischer Ebene von den NORM Plazenten unterscheiden. Sind die ersteren
nur kleinere NORM Plazenten oder gibt es wesentliche mikroskopisch anatomische

Unterschiede zwischen den beiden Plazentatypen?
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1.3 Analyse der Architektur des Zottenbaums

Der Zottenbaum der Plazenta mit seiner dreidimensionalen baumartigen Struktur stellt
die wesentliche Struktur des Stoffaustausches dar [20, 21]. Eine weit verbreitete
qualitative Methode der Klassifizierung dieser Baumstruktur wurde von Kaufmann et
al. entwickelt [21, 22]. Hierbei werden die Zotten anhand des Durchmessers und der

stromalen Zusammensetzung in Stamme-, Intermediar- und Terminalzotten eingeteilt.

Insbesondere die Intermediar- und Terminalzotten sind stark vaskularisiert. Deswegen
werden diese beiden Zottenabschnitte in manchen Studien auch als funktionelle
Einheit des Stoffaustausches der Plazenta zusammengefasst [23]. Es wird sogar
davon ausgegangen, dass die unzureichende Entwicklung der Terminalzotten Einfluss

auf die anderen Gewebe (Trophoblast, Stroma, Kapillaren) der Plazenta hat [24].

Demnach ist die histologische Analyse des Zottenbaums und seiner Abschnitte von
essenzieller Bedeutung. Die Herausforderung dabei ist jedoch, dass die histologische
Analyse von Zottenabschnitten auf zweidimensionaler Ebene geschieht und dabei nur
bedingt Rickschlisse auf die eigentliche dreidimensionale Struktur des Zottenbaums
ermoglicht [25]. Eine Methode, die dreidimensionale Analysen an histologischen
zweidimensionalen Schnitten ermoglicht, ist die Stereologie [26, 27]. Bis vor ein paar
Jahren galt die histologische Unterteilung anhand scheinbar klar abgrenzbarer
Merkmale in Stammzotten, Intermediarzotten und Terminalzotten als verlasslich. Als
solche scheinbar klar abgrenzbaren Merkmale wurden die Dichte von Fibrin, die
Anwesenheit von Arterien, Arteriolen oder Kapillarnetzen genutzt [21, 22, 28, 29]. Eine
zuletzt publizierte Studie zur Validierung dieser Unterteilungen zeigte jedoch, dass die
Unterteilung in Stamm-, Intermediar- und Terminalzotten stark untersucherabhangig

ist und es zu grofien Streuungen kommt [30].

Daher bedient sich diese Studie objektiver Merkmale und nutzt einen Antikdrper gegen
»Y-smooth-muscle“-Aktin (y-sm-Aktin), um Zottentypen anhand des Nachweises
perivaskularer Myofibroblasten, die y-sm-Aktin exprimieren, zu charakterisieren [31,
32]. Dies erlaubt eher eine funktionelle Einteilung des Zottenbaums in Iangskontraktile
Abschnitte mit perivaskuldren Myofibroblasten (C-villi) und nicht Iangskontraktile
Abschnitte ohne Myofibroblasten (NC-villi). Diese Einteilung ist aber nicht eins zu eins
mit der klassischen dreifachen Einteilung Ubereinstimmend [30, 33, 34]. Die meisten

der C-villi in dieser Studie sind allerdings vom histologischen Typ der Stammzotten.
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Die meisten der NC-villi in dieser Studie sind vom histologischen Typ der reifen

Intermediar- und Terminalzotten.
1.4 Zur ,mikroskopischen Anatomie* des Plazentagewichts

Das Plazentagewicht ist engstens mit vielen Parametern des Plazentawachstums
verbunden, unter anderem mit Plazentaoberflache und Plazentadicke [35]. Diese
makroskopisch anatomischen Parameter der Plazenta gehoren zu epidemiologischen
Routineparametern in Plazentastudien [14, 36, 37] und sind bedeutend in Bezug auf

die Veranlagung in Zukunft liegender Krankheiten [38, 39].

Diese Korrelationen der verschiedenen makroskopischen Parameter untereinander
sind im Grundsatz gut bekannt. Viel schwieriger ist es, nachzuvollziehen, wie sich die
makroskopischen Parameter aus den zugrundliegenden mikroskopischen Strukturen
ableiten und mit ihrer mikroskopischen Basisstruktur, dem Zottenbaum,

zusammenhangen.

Die nachfolgende Konversation stammt aus dem Buch der Konferenz ,The Placenta
and Human Developmental Programming“ [37], die in Cambridge (UK) stattfand. Sie
unterstreicht die Problematik der Korrelation zwischen makroskopischen Parametern
(Gewicht, Dicke) und Histologie, bzw. mikroskopischer Anatomie der Plazenta. Unter
den Beteiligten war der Epidemiologe David Barker, Griinder des pranatalen Anlage-
Konzepts (,prenatal programming®), und Robert Pijnenborg, Graham Burton und
Robert Boyd, alle zusammen erfahrene Plazenta-Forscher und Morphologen. Nach

einem Vortrag von David Barker begann die Diskussion wie folgt:

Bagby: Haben wir Informationen zur Histologie der Plazenta im Hinblick

auf solche Durchmesser?

Barker: Ich habe keine Ahnung. [...]
Boyd: Hast Du eine Idee, Robert? (zu Robert Pijnenborg)
Pijnenborg: Nein. [...]

Woran kdnnte das liegen?

Es konnte zum Beispiel daran liegen, dass die hohe Streuung bei Anwendung der
klassischen Nomenklatur regionale Unterschiede bei der quantitativen Analyse

verwischt. Wie aber die Zottenvolumina der in Kapitel 1.3 beschriebenen
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Zottenabschnitte mit dem  Plazentagewicht bei normalen  Plazenten
zusammenhangen, hat bisher nur eine jingst veroffentlichte Studie beschrieben [34].
Die Anteile des Zottenbaums mit perivaskularen stromalen Myofibroblasten sollen
malfdgeblich das Plazentagewicht und die Plazentadicke von Schwangerschaften ohne

erkennbare Pathologie bestimmen [34].

Dies eroffnet auch fur die Reduktion des Plazentagewichts bei IUGR eine neue
Perspektive. Die Unterteilung in C-villiund NC-villi hat jedenfalls auf Basis dieser Daten
das Potenzial, Subregionen des Zottenbaums zu identifizieren, die bei IUGR bevorzugt

fehlen oder nicht gebildet werden.

Diese Studie vertritt ahnlich wie die Studie von Blhlmeyer et al. folgende Hypothese
[33, 34]: Der grolke Gewichtsverlust bei IUGR Plazenten ist ebenfalls mit den C-villi

assoziiert und nicht generell Uber den Zottenbaum verteilt.

1.5 Die Diffusionsdistanz und die Verzweigungsdichte an der
Zottenoberflaiche sind morphologische Korrelate der

Plazentafunktion

In der IUGR sind vor allem im peripheren Zottenbaum typische morphologische
Veranderungen bekannt. Diese betreffen den Synzytiotrophoblasten selbst, aber auch

die Verzweigungsdichte des Zottenbaums als Ganzes.

Der Synzytiotrophoblast wird als Haupttrager der epithelialen Funktionen verstanden,
wahrend der Zytotrophoblast eher als Wachstumsreserve gesehen wird [20, 40]. Der
Trophoblast als epitheliales Gewebe besteht aus diesen beiden Untereinheiten. Die
Zytotrophoblasten stellen die Proliferationsreserve dar und werden im Laufe ihrer
Reifung durch Zyto-Synzytiale Fusion in den Synzytiotrophoblasten einbezogen. Aus
dem Synzytiotrophoblasten schilfern dann veraltete Organellen, Zellkerne und
Membranen ins maternale Blut ab [20, 40, 41]. Bei IUGR ist die Proliferation des
Zytotrophoblasten unverandert, jedoch wurde eine erhdhte Dichte an Zellkernen im
Synzytiotrophoblasten gefunden [42]. Die erhdhte Dichte an Zellkernen im
Synzytiotrophoblasten bei IUGR hat moglicherweise mit verlangerten Verweilzeiten
der urspringlich aus dem Zytotrophoblasten stammenden Zellelemente im
Synzytiotrophoblasten zu tun [43]. Eine wichtige Konsequenz dieser erhdhten

Zellkerndichte kénnte sein, dass die mittlere Dicke der synzytialen Schicht des
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Trophoblasten bei IUGR grofRer ist als bei normalen Schwangerschaften und die
Oberflache der kernfreien ,vasculo-syncytial membrane® [44] insgesamt abnimmt. Bei
der sogenannten ,vasculo-syncytial membrane® handelt es sich um enganliegende
Kapillaren am Synzytium, bei denen die fetomaternale Diffusionsdistanz besonders
kurz ist. Diese ,vasculo-syncytial-membranes” werden mit dem Gasaustausch der
Plazenta in Verbindung gebracht. Ein geringerer Anteil dieser ,vasculo-syncytial
membrane“ verlangert im Mittel die Diffusionsdistanz, die fur Atemgase an der

Zottenoberflache durch Diffusion zu Uberwinden ist [24].

Bei der Verzweigung des peripheren Zottenbaumes in der zweiten Halfte der
Schwangerschaft werden die dominierenden Angiogenesemechanismen des in den
Zotten expandierenden Kapillarbetts als wesentliche Triebkraft der Verzweigung
interpretiert [45, 46].

Im Rahmen der Zottenreifung bei IUGR ist bekannt, dass weniger Verzweigungen und
langere, gerader verlaufende Zotten in der Peripherie auftreten [47]. Im Rahmen dieser
Arbeit haben wir mit einer neuen Methode der ,second order® Stereologie versucht,
diese abnehmende Verzweigungsdichte des Zottenbaums auch stereologisch

nachzuweisen.

Hypothese: In den Zottenbaumen bei IUGR finden wir die erhdhte Diffusionsdistanz
und auch die verminderte Verzweigungsdichte wieder und bestatigen — teilweise mit

neuer Methodik — ihr Vorkommen.

Dazu fuhren wir — basierend auf der Unterteilung in C-villi und NC-villi — Bestimmungen
der fetomaternalen Diffusionsdistanz an Zottenoberflachen und ein neuartiges ,second
order Verfahren der Stereologie zur Abschatzung der Verzweigungsdichte der

Zottenbaume durch.

1.6 Die mikroskopische Anatomie menschlicher Plazenten weist
Geschlechtsunterschiede auf
Es ist bereits bekannt, dass die Plazenta nicht unabhangig vom Geschlecht gesehen

werden kann und der Einfluss des Geschlechts des Fetus auf Wachstum und

Uberleben bei Untersuchungen der Plazenta mit bedacht werden muss [43, 48, 49].

Eine Studie, die 2004 verdffentlich wurde, geht davon aus, dass mannliche

Nachkommen einem starkeren intrauterinen Selektionsdruck ausgesetzt seien. In
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Schwangerschaften mit zum Beispiel Praeklampsie, Fruhgeburtlichkeit und IUGR
hatten mannliche Nachkommen ein schlechteres Outcome gezeigt [50].

Das schlechtere Outcome kénnte darin begrindet sein, dass die mannlichen Babys
durch ein beschleunigteres Wachstum im Uterus anfalliger sind gegenuber
verschiedensten negativen Veranderungen [51]. Proportional zum beschleunigteren
Wachstum mannlicher Babys ist auch die reife Plazenta im Durchschnitt zu 2%

schwerer als die Plazenta weiblicher Babys [52].

Das mannliche Geschlecht soll insbesondere bezogen auf die IUGR groRere

Unterschiede zeigen [53, 54].

Deswegen wurden fur den Vergleich von Plazenten aus Schwangerschaften mit IUGR
(n=11) gegen die Plazenten aus physiologischen Schwangerschaftsverlaufen (n=10)

nur die Plazenten von mannlichen Neugeborenen ausgesucht (siehe Kapitel 3.1).

Beim Geburtsmodus haben wir uns auf die Sectio geeinigt. Dabei ist zu bedenken,
dass das Plazentagewicht im Generellen nach einer Sectio etwas hdher ist: Durch die
schnellere Entbindung und die fehlende Passage durch den engen Geburtskanal wird
das Blut nicht aus den Plazentagefal3en gepresst und somit tragt das in der Plazenta

enthaltene Blut zum erhdhten Plazentagewicht bei.
1.7 Ziel

Ziel dieser Arbeit ist:

1. Histologisch abgrenzbare Regionen des Zottenbaums zu identifizieren, deren
GroRenabnahme/Volumenabnahme das reduzierte Plazentagewicht bei IUGR
spezifisch widerspiegelt.

2. Die Diffusionsdistanz an der Zottenoberflache verschiedener Abschnitte des
Zottenbaums (NORM vs. IUGR) zu ermitteln.

3. Die Verzweigungsdichte verschiedener Abschnitte des Zottenbaums (NORM
vs. IUGR) mit Hilfe eines neuartigen Verfahrens der ,second order” Stereologie
zu bestimmen.

4. Zu bestimmen, ob der Schaden durch IUGR die gesamte Plazenta strukturell

verandert oder sich selektiv in wenigen Arealen der Plazenta widerspiegelt.
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2 Material und Methoden

2.1 Studienmaterial

Seit 2011 besteht eine Kooperation zwischen der Anatomischen Anstalt und der
Geburtshilfestation im Klinikum Dritter Orden (Minchen, Deutschland), wodurch wir
taglich die bendtigten Plazentaspenden erhalten. Die Ethikkommission der Ludwig-
Maximilians-Universitat hat der Studie mit den NORM Plazenten unter der Nummer

084-11 und mit den IUGR Plazenten unter der Nummer 478-12 zugestimmt.

Das in dieser Studie untersuchte Studienmaterial besteht aus 36 Plazenten aus
Schwangerschaften mit intrauteriner Wachstumsretardierung (intrauterine growth
restriction (IUGR): IUGR Hauptgruppe). Um Vergleiche mit Plazenten ohne IUGR zu
ermdglichen, wurden 10 Plazenten nach klinisch unauffalliger Schwangerschaft
gesammelt (NORM). Bei allen NORM Plazenten wurde darauf geachtet, dass es sich
um mannliche Neugeborene und eine Geburt durch Sectio Caesarea (Sectio) handelt.
Sowohl der Geburtsmodus wie auch das Geschlecht spielen bei hier gemessenen
Parametern (Plazentagewicht) oder auch der Schwere der IUGR (Geschlecht) eine
Rolle. In der IUGR Hauptgruppe wurden ebenfalls die 11 Plazenten von
Neugeborenen ausgewahlt, die per Sectio entbunden wurden und mannlichen
Geschlechts waren (IUGR Auswahlgruppe). Die Diagnose der intrauterinen
Wachstumsretardierung wurde gestellt, wenn die in den Vorsorgeuntersuchungen
sonographisch gemessenen fetalen Wachstumsparameter (wie zum Beispiel
Femurlange, Abdomen- oder Kopfumfang) wahrend der ersten beiden Trimester
oberhalb der 10. Wachstumsperzentile waren und dann im weiteren Verlauf unter die
10. Wachstumsperzentile fielen. Plazenten von Schwangerschaften, bei denen eine
Kombination der [IUGR mit einer Praeklampsie vorlag, wurden nicht in diese Studie mit

einbezogen.

Die 36 IUGR Plazenten wurden in den Zeitrdumen 01.01.2013 - 22.11.2013 und
21.01.2014 - 17.08.2014 gesammelt und die 10 NORM Plazenten zwischen dem
05.04.2011 und 27.06.2011.

Es wurden nur Plazenten verwendet, bei denen die Eltern vor der Geburt ausfihrlich
Uber die Verwendung zu Forschungszwecken aufgeklart wurden und dieser schriftlich

und ausdrucklich zugestimmt haben. Dabei mussten die sprachlichen und psychischen
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Voraussetzungen der Eltern vorliegen, um eine eigene Entscheidung zu dieser

Erklarung treffen zu kénnen.

Nach Geburt der Neugeborenen wurden die Plazenten mit einer anonymisierten
Nummer versehen, in einer Tute verpackt im Kiuhlschrank bei 4 - 8°C aufbewahrt bis
sie einmal taglich abgeholt wurden und schlieBlich unter Einhaltung der Kiuhlkette ins
Labor der Anatomischen Anstalt (Minchen, Deutschland) transportiert wurden. Hier

erfolgte umgehend die Untersuchung und Bearbeitung der Plazenten.
2.2 Makroskopische Daten

Die Daten zum Hintergrund des Neugeborenen wurden fir diese Studie anonymisiert
auf einem Begleitschein Gbermittelt. Hierzu gehdrten die klinische Fallgruppe (ob IUGR
oder NORM), das Geburtsgewicht (GG) und das Geschlecht des Neugeborenen, das
Gestationsalter bei Geburt in Wochen (GA) und der Geburtsmodus (Entbindung
vaginal oder per Sectio). Alle anderen Daten wie auch die Ergebnisse der Doppler-

Sonographie wurden nicht Gbermittelt.

Im Labor der Anatomischen Anstalt erfolgte eine genaue Untersuchung und
Dokumentation der Beschaffenheit des Organs. Zuallererst wurde die Plazenta mit der
Chorionseite unten liegend, der Eingangsnummer und einem handelsublichen Lineal
mithilfe eines Reprostativs fotografiert (Kamera: Power Shot G12, Canon, Krefeld,
Deutschland). Dann wurde die Plazenta umgedreht, mit der Chorionseite oben liegend,
und das Gewicht der Plazenta (PG) bestimmt (ohne Nabelschnur, die oberhalb der
Chorionplatte abgeschnitten wurde, aber mit chorion laeve). Mit dem Geburtsgewicht
(GG) und dem Plazentagewicht (PG) konnte die Relation PG/GG (Relation PG/GG)

bestimmt werden (siehe Formel 1) [55].

Relation PG/GG = PG/ GG (Formel 1)

Relation PG/GG: Relation von Plazentagewicht zu Geburtsgewicht des Kindes (Mal fir die
Abschatzung der Effizienz der Plazenta pro Kindsgewicht)

PG: Plazentagewicht
GG: Geburtsgewicht

Des Weiteren wurden mit einem handelslblichen Lineal der langste (LD) und der

kirzeste Durchmesser (KD) der Plazenta gemessen, wobei der Nabelschnuransatz
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als Mittelpunkt zu sehen ist. Die Plazentaoberflache (OF) konnte mit diesen beiden

Durchmessern nach Formel 2 berechnet werden [37].

OF =Vaxmx LD x KD (Formel 2)

OF: Plazentaoberflache
LD: langster Plazentadurchmesser

KD: kirzester Plazentadurchmesser

Die Dicke der Plazenta wurde ohne Druck mit einem Ultraschallgerat (Convex
ScannerHS 300, Honda Electronics, Tokyo, Japan) nahe der Insertion der

Nabelschnur gemessen.

Die klinischen und anatomisch makroskopischen Parameter der Plazenten der
verschiedenen Studiengruppen dieser Studie (IUGR Hauptgruppe, IUGR
Auswabhlgruppe, NORM) sind im Anhang in Tab. 1 - 3 zusammengestellt.

Die Positionen der geplanten Probenentnahme wurden auf der Plazenta markiert und
fotografisch festgehalten. Pro Plazenta wurden sechs Gewebeproben aus
verschiedenen Arealen der jeweiligen Plazenta entnommen. Dies erfolgte nach dem
etablierten ,systematic random sampling“ (siehe dazu Kapitel 2.3) [43, 56]. Nach der
Probenahme aus den Plazenten erfolgte die Fixierung, Einbettung, Herstellung von
Paraffinschnitten und ein immunhistochemischer Nachweis (IHC) zur Differenzierung
des Zottenbaums (siehe dazu Kapitel 2.4). Die so entstandenen gefarbten
Gewebeschnitte wurden anschlieend stereologisch ausgewertet (siehe dazu Kapitel
2.5).

2.3 Gewebeentnahme nach dem ,,systematic random sampling*

Die Gewebeentnahme der Plazenten sollte immer nach einem ahnlichen Prinzip
erfolgen, um untersucherunabhangige Daten erheben zu kdnnen und die Proben nicht
nach personlichen Praferenzen auszuwahlen. Dazu wurde folgendes Vorgehen
entwickelt [43, 56]: Die Plazenta wurde mit ihrer Chorionplattenseite nach oben unter
einen Projektor Mini-LED LB 936 (SceneLights Technologie, Buggingen, Deutschland)
gelegt. Dieser projizierte ein immer gleiches Punkteraster, dessen Umfang etwa der
Grole des Tabletts, auf dem die Plazenta lag, entsprach. Beginnend bei dem ersten
vollstandig auf der Plazenta projizierten Punkt in der linken oberen Ecke wurde der
erste Entnahmepunkt mit einem beschrifteten Pin markiert (s. Abb. 1). Diesem Punkt
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folgend wurde je nach GroRe der Plazenta jeder vierte, dritte oder zweite nachfolgende
projizierte Punkt mit dem jeweiligen Pin markiert. Dies wurde dann erneut zusammen
mit einem handelsublichen Lineal fotografisch festgehalten (Power Shot G12, Canon,
Krefeld, Deutschland). Die Insertion der Nabelschnur wurde mit einem weiteren Pin
markiert (s. Abb. 1).

Abbildung 1: Punkteraster zur randomisierten Gewebeentnahme: Die Abbildung zeigt ein
schematisiertes Beispiel, in dem die Plazenta grau vor schwarzem Hintergrund dargestellt ist. Uber
einen LED-Projektor werden helle Lichtpunkt auf die choriale Seite der Plazenta projiziert. Die
Entnahmepunkte werden ermittelt, indem der erste Lichtpunkt, der links oben auf die Plazenta fallt, mit
einem Pin (grin, bezeichnet mit 1) markiert wird. Von da aus werden die Lichtpunkte im Schema
zeilenweise auf der Plazentaflache weiterverfolgt. Jeder vierte Lichtpunkt auf der Plazenta erhalt einen
weiteren Pin mit aufsteigender Nummerierung. Auf diese Weise wurde die systematisch randomisierte
Probeentnahme in dieser Studie implementiert. Die Position der Nabelschnur (Nabelschnurinsertion)
wurde mit einem andersfarbigen Pin (rot, Pfeil) markiert. Die nummerierten griinen Punkte sind die
Entnahmestellen der Proben 1-6 [57].

Nun wurden die Gewebeproben schliellich an den sechs markierten Stellen mit einer
Schere und einer Kantenlange von 0,5 — 1 cm entnommen. Dabei wurde darauf
geachtet, dass alle Strukturen zwischen Basal- und Chorionplatte innerhalb einer
Gewebeprobe enthalten sind. Diese wurden dann in Histo-Kassetten flir mindestens
24 Stunden bei 4°C in 4,5 %igem Formaldehyd (phosphatgepuffert, pH 7.2;
RotiHistofix, #5666.2, Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) fixiert. Das Formaldehyd
wurde anschliefiend mit Leitungswasser fur 5 — 6 Stunden wieder ausgespdult. Die
Gewebeproben innerhalb der Kassetten befanden sich nun in einem wassrigen Milieu.
Fir die sogenannte Paraffin-Einbettung (Standardverfahren nach Mulisch und Welsch
[58, 59]) wurden die Gewebeproben maschinell (Leica ASP2005) Uber eine
aufsteigende Ethanolreihe (vergallt; 50 %, 70 %, 80 %, 96 %, 100 %; je 3 Stunden)

entwassert und Uber das Intermedium Xylol (#108681, Merck, Darmstadt,
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Deutschland) in Paraffin (Paraplast Plus, #76258, Sigma-Aldrich, Munchen,

Deutschland) Uberfuhrt. Dieses Programm lief Gber 2 Tage.

Danach wurden die in Paraffin eingebetteten Gewebeproben per Hand in die bendtigte
Blockform gebracht. Bei 62°C wurden die Gewebeproben aus der Kassette entfernt
und in kleine vorgewarmte Metall-Ausgiel3formchen gebettet, in denen ebenfalls
fliussiges Paraffin eingeflllt war. Die Ausgiel3féormchen standen auf einem kalten
Untergrund und das Paraffin fing von unten an zu erharten. Dies ermdglichte die
Fixierung der Gewebeprobe durch leichten Druck auf den Grund des
Ausgiel3formchens und die Bestimmung der Lage der Gewebeprobe. Die
Gewebeprobe sollte seitich mit ihrer Chorionplatte liegen.  Andere
Positionsoptimierungen wurden nicht durchgefuhrt. Auf das AusgieRformchen wurde
noch eine beschriftete Plastik-Kassette gelegt und schliel3lich der restliche Luftraum
mit flissigem Paraffin aufgefullt. Der Paraffinblock hatte am Ende folgende GroRe:
2,5x1,2x1,8cm.

Nach vollstandigem Erkalten und Erharten des Paraffinblocks mit der Gewebeprobe,
wurde der Paraffinblock aus dem Ausgiel3formchen geklopft und fur das Schneiden
bereitgelegt. Dies geschah mithilfe eines Paraffin-Schlittenmikrotoms (SM2000R;
Leica, Wetzlar, Deutschland). Es wurden 4um dunne Schnitte angefertigt. Diese
wurden auf Super-plus-Objekttrager (Gerhard Menzel, Braunschweig, Deutschland)
transferiert und im Brutschrank bei 48°C uber Nacht getrocknet. Am Tag darauf konnte
nach der Entparaffinierung der Schnitte mit der Farbung bzw. der Immunhistochemie

begonnen werden.
2.4 Immunhistochemie der Gewebeschnitte

Die Immunhistochemie der Gewebeproben beinhaltete zwei voneinander
unabhangige Farbe-Prozesse, eine etablierte Doppelfarbung [60]. Diese mussten
unbedingt getrennt voneinander durchgefiihrt werden, da bei beiden Schritten ein
Maus-Antikorper verwendet wurde. Der erste Schritt beinhaltete die Braunfarbung des
GefalRendothels (CD34-Antikorper) mittels Peroxidase-Reaktion (Diaminobenzidin,
DAB) uber einen ABC-Komplex. Der zweite Schritt sah die Blaufarbung der
perivaskularen Manschette mittels Streptavidin-p-Galactosidase (X-Gal) und dem y-
sm-Aktin-Antikorper [31] sowie die Farbung der Zellkerne mit Hamalaun vor.
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Abbildung 2: Die immunhistochemische Differenzierung des Zottenbaums. Gezeigt ist der
Doppelnachweis von CD34 im Endothel (braun) und der Nachweis von y-sm-Aktin in perivaskularen
Myofibroblasten (blau). Abgebildet sind eine Ubersicht eines immunhistochemisch geféarbten Schnittes
(A), eine Zotte mit perivaskuldren stromalen Myofibroblasten (B; C-villi) und eine Zotte ohne
perivaskulare stromale Myofibroblasten (C, NC-villi). Die schwarzen Pfeile beschreiben die GefaRwand,
die weilden Pfeile den Trophoblastenrand, welcher das Epithel der Zotten bildet (B, C). Die schwarzen
Kreuze liegen im Zottengewebe und die weillen Kreuze im Gefalllumen (B, C). Der Messbalken in (C)
entspricht 25um in 40facher mikroskopischer Vergrofierung (40x).

Zum ersten Tag der Farbung:

Das CD34-Antigen ist ein Membranprotein, welches unter anderem von
Endothelzellen der fetoplazentaren GefalRe exprimiert wird und sich auf deren
Zelloberflache befindet. Die Endothelzellen bilden die Innenauskleidung eines jeden
Blutgefalles, das Endothel. Um eben dieses Endothel markieren und damit auch
farben zu kdénnen, wurde ein Antikdrper gegen das CD34-Protein (1:900 in PBS Puffer;
Katalognummer: MS-363-PO; Thermo Fisher Scientific, Dreieich, Deutschland;
Visualisierung mit Peroxidase als Markerenzym und DAB-Braun als Farbstoff)
verwendet. Der gesamte Prozess des ersten Tages beinhaltete 7 Schritte mit jeweils
zwischengeschalteten Spllschritten in einer phosphatgepufferten Kochsalzldsung
(PBS pH 7,45) (mit Ausnahme nach Schritt 3 nach dem G0S-Blocking: hier wird nicht
mit PBS gespdlt, da sonst der Effekt des GOS-Blocking abgemindert werden wirde).
Zuallererst wurde der Gewebeschnitt entparaffiniert. Fir die Rehydrierung, und damit
Entparaffinierung, wurde beginnend mit dem Intermedium Xylol (2x 10 Minuten) eine
absteigende Ethanolreihe (100% - 96% - 80% - 70% - 50%) je 3 Minuten durchlaufen
bis der Gewebeschnitt schlie3lich wieder in wassrigem Milieu mit destilliertem Wasser
(Aqua destilliert, Aqua dest.) lag. In Schritt 2 wurden endogene Peroxidasen blockiert.
Dafur wurde 3%ige H202-Lésung verwendet. In Schritt 3 wurden die gewebeeigenen
positiv geladenen EiweilRe blockiert, damit es nicht zu unspezifischen
Hintergrundfarbungen kam. Hierfur wurde eine 5%ige GOS (Ziegen(goat)-0-Serum)
verwendet. Nun erst kam es in Schritt 4 zur Verwendung des Primarantikorpers, dem
CD34-Maus-Antikorper, der sich spezifisch an das CD34-Antigen im Gefaltkendothel
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anheftete. Der folgende in Schritt 5 verwendete Sekundarantikdrper (ein aus der Ziege
gewonnener gegen Maus-Antikdrper gerichtete Antikorper; konjugiert mit Biotin) war
in der Lage sich an den Primarantikérper zu binden. Der 6te Schritt geschah unter
Verwendung eines sogenannten ABC-Komplexes. Dies ist ein Peroxidase-konjugierter
Avidin-Biotin-Komplex. Die freien Stellen des Avidinmolekuls ermdglichten die Bindung
an das Biotin des Sekundarantikérpers. Das Enzym Peroxidase wurde in Schritt 7 mit
dem geeigneten Chromogen, dem DAB, visualisiert. Zum Schluss wurden die
Gewebeschnitte in der phosphatgepufferten Kochsalzlosung Uber Nacht bei 4°C

gelagert.
Zum zweiten Tag der Farbung:

Auch hier waren es insgesamt 7 einzelne Schritte, zwischen denen wieder mit einer
phosphatgepufferten Kochsalzlésung (PBS pH 7,5) gespult wurde (mit Ausnahme
nach Schritt 1 nach dem G0S-Blocking: hier wird nicht mit PBS gespult, da sonst der
Effekt des GO0S-Blocking abgemindert werden wirde). Der hdhere pH-Wert war
notwendig flr den Aktin-Antikdrper. Zuallererst wurden hier wieder die gewebeeigenen
positiv geladenen Eiweil3e blockiert. Daflr wurde das gleiche GOS (Ziegen(goat)-0-
Serum) wie schon am ersten Tag der Farbung verwendet. In Schritt 2 wurde der
Primarantikdrper ,gamma-smooth muscle actin“ (y-sm-Aktin) (1:900 in PBS Puffer;
Katalognummer: 69133; MP Biomedicals, Eschwege, Deutschland) eingesetzt, der
sich an das Aktin in der perivaskularen Manschette anheftete. In Schritt 3 wurde der
biotinylierte Sekundarantikorper hinzugefugt (ein aus der Ziege gewonnener gegen
Maus-Antikorper gerichtete Antikorper). Im 4ten Schritt wurde ein konjugierter
Streptavidin-B-Galactosidase-Komplex angeboten, der sich an den
Sekundarantikdrper anheften und durch das Chromogen X-Gal in Schritt 5 visualisiert

werden konnte.

In Schritt 6 wurden die Zellkerne mit Hamalaun leicht angefarbt und durch Spulen mit
Leitungswasser geblaut, um die histologische Orientierung wahrend der

mikroskopischen Messungen zu unterstitzen.

Zum Schluss wurden die fertig gefarbten Gewebeschnitte im wassrigen Milieu in
Kaisers Glyceringelatine (v. Merck) eingedeckt und Uber Nacht getrocknet. Am
nachsten Tag wurden die Rander der Deckglaser mit handelsublichem Nagellack
abgedichtet, damit die Gewebeschnitte nicht austrockneten. Weil die Kaisers
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Glyceringelatine bei Raumtemperatur gerade erst fest wird, wurden die
Gewebeschnitte bis zu ihrer stereologischen Untersuchung im Kihlschrank bei 2° -
8°C aufbewahrt.

2.5 Stereologische Analyse

Die stereologischen Messungen wurden an computergesteuerten Mikroskopen
durchgefuhrt, welche den Objekttisch unter dem Objektiv in x und y Richtung bewegen
kénnen. Damit dies stets prazise und mit hoher Genauigkeit umgesetzt werden konnte,
wurden diese Vorgange mit dem Computer und der dort installierten Stereologie-
Software kalibriert. Durch die Software (Stereo Investigator Software Version 11.02,
MBF Bioscience, Williston, Vermont, USA) war es mdglich, jeden beliebigen Punkt auf
dem Objekttrager genau anzufahren. Das mikroskopische Bild vom Objekttrager
wurde von einer Kamera direkt zum Monitor des kontrollierenden Computersystems
gesendet, wo es mit Messgittern, Markern und Messpunkten gemal den Vorgaben der

Software Uberlagert und spater abgespeichert werden konnte.
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, Deutschland),
Steuereinheit LEP MAC 6000 XYZ (Ludl Electronic Products, Hawthorne, NY USA),
Messtaster MT 1271 (Dr. Johannes Heidenhain, Traunreut, Deutschland) und Kamera
CCD-Color (3/4“ CCD chip,1,92 MP, 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
Digitalkamera (1/2“ CCD Chip, 1392x1040 Pixel, MBF Bioscience, Williston, VT, USA)

Die Computer 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 (46 Plazenten mit je 6

Schnitten; d.h. es wurden 276 stereologische Messvorgange durchgefuhrt).

Die Bearbeitung der immunhistochemisch gefarbten Schnitte mithilfe des Stereo-
Investigators hatte folgende Reihenfolge: Zuerst wurde der Schnitt auf dem Objekttisch
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mit einer Klemme fixiert. Im Stereo-Investigator wurde das Objekt in 2-facher Objektiv-
VergrofRerung scharf fokussiert und ein Reference-Point festgelegt, meist vom
Bildschirm aus gesehen im rechten oberen Rand nahe der Chorionplatte. Der
Reference-Point wurde mithilfe eines Screenshots festgehalten und abgespeichert.
Danach erfolgte die Umrandung des gesamten Schnitts, um den Bereich fur die
anschlielRende Messung festzulegen. Als nachstes wurde die VergroRerung auf die
40-fache Objektiv-VergroRerung heraufgesetzt, der Kondensator eingesetzt, neu
fokussiert und der Zahlrahmen festgelegt. Dann wurde das Tool fur die Messung
(Nearest Neighbor) gestartet, welches untersucherunabhangig die automatisch
festgelegten Messfelder, welche einen Abstand von 500um zueinander haben, mit
einem Zahlrahmen ansteuert. Der Zahlrahmen, siehe dazu Abbildung 2, betrug vertikal
100um und horizontal 50 ym. Ausgehend von der durch die rechte obere Ecke des
Zahlrahmens im Praparat getroffenen Struktur musste nun bewertet werden, welche
spezielle Kombination vorliegt und der entsprechende Marker ausgewahlt werden. Es
wurde unterschieden zwischen Zotten mit perivaskularen stromalen Myofibroblasten
und ohne perivaskulare stromale Myofibroblasten, und zwischen konvexen und
konkaven Anteilen der Zottenoberflache. Wie bereits in Kapitel 1.5 angedeutet, besteht
die Hypothese, dass ein konkaver Verlauf im zweidimensionalen Schnitt einer
Aufzweigungsstelle des Zottenbaumes in der dreidimensionalen Ebene entsprechen
kann und somit die Anzahl an konkaven Zottenoberflachen ein Hinweis auf die Anzahl

an Verzweigungen des Zottenbaumes sein kann.
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Abbildung 3: Die ,Nearest-Neighbor® Analyse der Plazentazotten. Wenn der Zahlrahmen mit seiner
grinen rechten oberen Ecke (markiert durch einen schwarzen Kreis) innerhalb einer Zotte liegt (A),
bedeutet das, dass hier die Diffusionsdistanz vom Gefélrand bis zum nachstgelegenen
Trophoblastenrand (Zottenoberflache) ermittelt werden kann. Daflir wird der Punkt an der Schnittstelle
der vertikalen griinen Linie des Zahlrahmens mit der Zottenoberflache herangezogen (B). An diesem
Schnittpunkt wird mit Hilfe der Nearest Neighbor Routine des Messprogramms ein Kreis gedffnet. Der
Kreis wird so lange vergroRert, bis sein Umfang gerade die nachstgelegene GefalBwand erreicht. Der
Radius dieses Kreises ist die Diffusionsdistanz an dieser Stelle. An derselben Stelle der
Zottenoberflache, an der die Diffusionsdistanz ermittelt wird, wird auch der Verzweigungsindex
bestimmt (siehe dazu Abb. 4). Der Messbalken in (B) entspricht 25um in 40facher mikroskopischer
Vergroferung in (A) und (B).

Fiel die rechte obere Ecke des Zahlrahmens in einen Zottenanschnitt, wurde eine
Messung durchgefuhrt (Abbildung 3). Dabei wurde nach Auswahl des richtigen
Markers der erste Punkt am Rand des Trophoblasten gewahlt, an der die rechte grine
Seite des Zahlrahmens (Abbildung 3A) den Zottenanschnitt Uber den Trophoblasten
verlie®. Der zweite Punkt wurde am Rand des kindlichen GefalRes im Zottengewebe
angeklickt. Durch begleitende Bildung eines Kreises (Abb. 3B; ,Nearest Neighbor*-
Verfahren) konnte stets die kirzeste Strecke zwischen Trophoblastoberflache und
endothelialer Oberflache gefunden werden. So wurde die Diffusionsdistanz des
Sauerstoffs vom mdtterlichen Blut zum fetalen Blut gemessen. Lag die rechte obere
Ecke des Zahlrahmens auf3erhalb der Zotte oder im Fibrinoid, wurde die rechte obere
Ecke als Zahlpunkt fur die Volumenbestimmung genutzt, aber die Diffusionsdistanz
nicht gemessen und zum nachsten Messfeld geklickt. Lag die obere rechte Ecke des
Zahlrahmens sowie die Messstrecke des Zahlrahmens komplett innerhalb einer Zotte,

wurde dies auf einer Strichliste dokumentiert, einmal flr Zotten mit perivaskularen
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stromalen Myofibroblasten, also zentrale Zottenbereiche, und einmal flr Zotten ohne
perivaskulare stromale Myofibroblasten, also periphere Zottenbereiche. Nachdem die
Messung abgeschlossen war, wurden die vom Nearest Neighbor erfassten Daten

sowie die Daten der Strichliste in Excel exportiert.

Die zusatzliche Bestimmung der Konkavitat des Zottenrandes (Trophoblast) ist
exemplarisch in Abbildung 4 gezeigt. Dabei wurde eine virtuelle Linie entlang der zu
bestimmenden Struktur gelegt und geschaut, ob die Linie, die im Zottengewebe liegt,
einer konkaven Form entspricht, oder ob die Linie, die auf3erhalb der zu bestimmenden

Struktur liegt, einer geraden oder konvexen Form entsprach.

A LA

Abbildung 4: Bestimmung des Verzweigungsindex. An genau denselben Stellen der Zottenoberflache,
die wahrend der Messroutine fir die Bestimmung der Diffusionsdistanz herangezogen wurden (zur
Ermittlung dieser Stellen s. Abb. 3), wurde auch der Verzweigungsindex bestimmt. Dabei wird beurteilt,
ob die Zottenoberflache an diesem Punkt nach auf3en konvex oder gerade ist, oder aber ob sie nach
innen konkav eingebogen ist. In der Abbildung sind beispielhaft zwei Stellen dargestellt. Mittels einer
Hilfslinie am Messpunkt wird die Oberflache beziglich ihrer Krimmungscharakteristik beurteilt. Im
Verzweigungsindex wird der Prozentsatz der Punkte an konkaven Oberflachen in Relation zu allen
Punkten an konvexen oder linearen Oberflachen ermittelt. Der Messbalken am rechten unteren Bildrand
entspricht 25um.
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2.6 Statistische Analyse

Uber Formel 3 wurde aus den Rohdaten der stereologischen Untersuchung das
absolute Volumen des entsprechenden Markers pro Schnitt berechnet. Daflr wurde
das Plazentagewicht der jeweiligen Plazenta in die Kalkulation einbezogen. Es wurde

eine Dichte der Plazenta von 1 g/ml angenommen [61].

MV = (CM/CG x PG x 100) / p(P) (Formel 3)

MV = Volumen des Markers [ml]

CM = ,Counts” des Markes

CG = Gesamtanzahl ,Counts” des Schnittes

PG = Plazentagewicht [g]

p(P) = Dichte der Plazenta [g/ml]; hier als 1 g/ml gesetzt

Fiur Vergleiche mikroskopischer Parameter untereinander und fir Vergleiche von
mikroskopischen mit makroskopischen Parametern, wurden fir die einzelnen Marker
die Mittelwerte und Standardabweichungen aus den Volumina der sechs Schnitte einer

Plazenta gebildet (s. dazu Tabellen 1 — 6 im Anhang).

Bei allen hier untersuchten  Parametern  wurden  Mittelwerte  und
Standardabweichungen mit Hilfe der Software R ermittelt. Aufgrund der Annahme
nicht-normalverteilter Daten [62] und weil die Normalverteilung mit Hilfe der
multiparametrischen Form des Shapiro-Wilk Tests nicht bestatigt werden konnte,
wurde mit diesen Mittelwerten eine multiple bivariate Korrelationsanalyse nach
Spearman durchgefihrt und graphisch als Musteranalyse ausgewertet. Bei der
graphischen Auswertung wurden die Parameter mit Hilfe des Clustering-Algorithmus
(hclust, R) so angeordnet, dass sich Korrelationscluster in einer Heatmap besser
erkennen lassen. Die multiple bivariate Korrelationsanalyse erfolgte mit der Software
R mit den Packages ,psych® [63] und ,car® [64]. Lineare Regressionsanalysen
ausgewahlter Parameter wurden mit GraphPad Prism (Version 5.04, GraphPad
Software, San Diego, CA, USA) durchgeflhrt. Paarweise Vergleiche einzelner
Parameter zwischen den Gruppen (IUGR Auswahlgruppe mit NORM) wurden mit R
ausgewertet (Mann-Whitney Test und Tukey Plots). Signifikanzlevel der jeweiligen
statistischen Tests werden als p < 0,05, p < 0,01, p <0,001; p <0,0001 angegeben.
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3 Ergebnisse

3.1 Vergleich zwischen Plazenten der IUGR Auswahigruppe und der
NORM Gruppe

Fir den Vergleich von Plazenten aus Schwangerschaften mit IUGR (n=11) und von
Plazenten aus Schwangerschaften ohne erkennbare Pathologie (NORM) (n=10)
wurden nur die Plazenten von mannlichen Neugeborenen ausgesucht, die per Sectio
geboren worden waren (Erklarung daflr siehe Kapitel 1.6). Dieser Vergleich ist in den

Abbildungen 5 - 8 zu sehen.

In IUGR Plazenten war das durchschnittliche Volumen der C-villi signifikant kleiner
(p<0,0001) als in NORM Plazenten (Abb. 5). Bei den NC-villi tritt kein signifikanter

Unterschied des Zottenvolumens zwischen IUGR und NORM Plazenten auf.

Qualitativ histologisch fanden sich in den C-villi der IUGR Plazenten keine auffalligen
Besonderheiten (reduzierte Kaliber, Verlangerungen, apoptotische Veranderungen,
Nekrosen, veranderte Gefalarchitektur, etc.), die auf eine entzindliche oder

degenerative Erklarung fiur das reduzierte Volumen der C-villi hinweisen wirden.

Die GefalRvolumina in Zotten mit perivaskularen stromalen Myofibroblasten (GefalRe in
C-villi; p<0,0001) und in Zotten ohne perivaskulare stromale Myofibroblasten (Gefalke
in NC-villi; p<0,01) sind beide signifikant niedriger in IUGR als in NORM Plazenten
(Abb. 5).

Die Bestimmung des relativen Anteils konkaver Zottenoberflachen im histologischen
Schnitt wird hier als Indikator fur die Verzweigungsdichte des Zottenbaums verwendet
und ist deswegen als durchschnittlicher Verzweigungsindex (Verzweigungsindex)
bezeichnet worden. Sowohl in den Abschnitten des Zottenbaumes mit perivaskularen
stromalen Myofibroblasten (C-villi; p<0,01) als auch in den Abschnitten des
Zottenbaumes ohne perivaskulare stromale Myofibroblasten (NC-villi; p<0,0001) ist
der Verzweigungsindex in IUGR Plazenten signifikant niedriger als in NORM
Plazenten (Abb. 5).

Die Diffusionsdistanzen an der Oberflache von Zotten mit perivaskularen stromalen
Myofibroblasten (C-villi Diff. Dist.; p<0,05) und an der Oberflache von Zotten ohne
perivaskulare stromale Myofibroblasten (NC-villi Diff. Dist.; p<0,001) sind beide
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signifikant langer in IUGR als in NORM Plazenten (Abb. 5). Die Standardabweichung
der Diffusionsdistanz in NC-villi war signifikant grof3er (NC-villi SD (Diff. Dist.); p<0,01)
in IUGR als in NORM Plazenten; die Standardabweichung der Diffusionsdistanz in C-
villi (C-villi SD (Diff. Dist.)) war nicht signifikant unterschiedlich (Abb. 5).
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Abbildung 5: Zusammenschau der wichtigsten Befunde. In den dargestellten Tukey plots sind die
Mittelwerte als grof3e schwarze Dots und die Einzeldaten als blaue Punkte dargestellt. Ausreil3er stellen
sich als kleine schwarze Dots dar. Die Ergebnisse der statistischen Tests (Mann-Whitney U Test) sind
in Rot unterhalb der Titelregion jedes Teilplots dargestellt (p>0.05 (ns, nicht signifikant), p<0.05(*),
p<0.01 (**), p<0.001 (***), und p<0.0001 (****)). Die Bezeichnungen der klinischen Fallgruppen (IUGR
und NORM) sind sowohl auf der X-Achse angezeigt wie auch farbkodiert im Graphen selbst (orange
Balken fir IUGR, hellblaue Balken fir NORM). Abkirzungen: C-villi: Zotten mit perivaskularen stromalen
Myofibroblasten;  NC-villi:  Zotten ohne perivaskuldre stromale  Myofibroblasten;  SD:
Standardabweichung. In den Tukey plots sind folgende Parameter dargestellt: die absoluten Volumina
[mI] von C-villi und NC-villi, auBerdem das absolute Gefallvolumen [ml] aus den C-villi und NC-villi, der
durchschnittliche Verzweigungsindex (eine dimensionslose Zahl, die den konkaven Anteil der
Zottenoberflache von angeschnittenen Zotten widerspiegelt) und die Diffusionsdistanz [um] als die
kirzeste Strecke zwischen Oberflaiche des villdsen Trophoblasten und der nachstgelegenen
endothelialen Oberflache mit ihrer jeweiligen Standardabweichung.
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Die semiquantitative Musteranalyse (Abb. 6) zeigt, dass eine Vielzahl der bestimmten
Parameter in [IUGR Plazenten im Vergleich zu NORM Plazenten verandert sind. In den
meisten Fallen sind die Parameter bei IUGR Plazenten kleiner als in NORM Plazenten:
Frahgeburtlichkeit (vermindertes Gestationsalter), vermindertes Geburtsgewicht,
vermindertes Plazentagewicht, leicht verminderte Relation von Plazentagewicht zu
Geburtsgewicht, vermindertes Volumen des Zottenbaums und des intervillésen

Raums. All dies sind typische Kennzeichen des IUGR-Syndroms.

Als Ausnahme davon mussen die Diffusionsdistanzen an der Zottenoberflache und
ihre Standardabweichungen (beide grof3er in IUGR, s. auch Abb. 5) betrachtet werden.
Diese sind im Gegensatz zu den anderen Parametern nicht vermindert, sondern

groler als die der NORM Plazenten.

Die Analyse dokumentiert, dass in den IUGR Plazenten eine breite Storung der

Morphologie vorliegt, die viele Parameter der plazentaren Struktur erfasst hat.
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Abbildung 6: “Radar charts” zur semiquantitativen Musteranalyse. Hier sind sogenannte ,radar charts®
relevanter Parameter zu einem Gesamt-Diagramm zusammengestellt. Alle Parameter sind auf radialen
Achsen nach Normierung auf einer Normalskala zwischen null und eins dargestellt. Der Mittelpunkt der
.charts® reprasentiert den Ursprung (null), und die Parameter-Achsen projizieren radial nach auf3en
(eins). Die Namen der Parameter sind pro Achse am auf3eren Rand des Diagramms an den Endpunkten
der Achsen dargestellt. Auf den Achsen sind die jeweiligen Gruppen-Mittelwerte (grof3e Dots) fur IUGR
(orange) und normale Plazenten (NORM, hellblau) als Overlays aufgetragen. Diese Art der Abbildung
eignet sich insbesondere fur die Vergleiche von Mustern.
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Abbildung 7: Bivariate multiparametrische Korrelationsanalysen: IUGR versus NORM. Die Abbildung ist
eine Heatmap, welche die Korrelationskoeffizienten darstellt, die sich aus den multiplen bivariaten
Korrelationsanalysen der Parameter jeweils innerhalb der beiden Gruppe IUGR und NORM ergeben
haben. Das Farbmal auf der rechten Seite der Heatmap zeigt die Farbskala fiir die Korrelationsfaktoren
zwischen -1 (rot) und +1 (blau), die nach dem Verfahren von Spearman ermittelt wurden. Die
Bezeichnungen der Parameter sind in voller Lange auf der linken Seite und iber der Heatmap zu lesen.
Grolte und Farbe der Kreise in den Kastchen der Heatmap deuten auf die Starke der Korrelation hin.
Selbst-Korrelationen in der Diagonale sind grau. Unter der Diagonalen (links unten, hellblauer
Hintergrund) sind die Daten der NORM Plazenten dargestellt. Oberhalb der Diagonalen (rechts oben,
hellroter Hintergrund) sind die Daten der IUGR Auswahlgruppe dargestellt. Die Reihenfolge der
dargestellten Parameter wurden nach einem hierarchischen Cluster-Algorithmus in R (hclust) optimiert,
auf Basis der NORM-Daten. Die Clusterung hebt Korrelationsmuster durch die Anordnung der
Parameter hervor. Die IUGR Daten sind ebenfalls nach der in der NORM Gruppe ermittelten
Reihenfolge dargestellt. Die Graphik zeigt, dass die in NORM Plazenten auffindbaren
Korrelationscluster in der IUGR zu einem erheblichen Maf3e nicht mehr wiedergefunden werden kénnen
und weist auf das Vorhandensein einer weitreichenden Stérung der plazentaren Entwicklung hin.
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Aufbauend auf der semiquantitativen Analyse wurden auch bivariate
multiparametrische Korrelationsanalysen durchgefihrt und die Muster der
Interdependenz verschiedener morphologischer Parameter bestimmt. Die Ergebnisse
dieser Analyse sind fur die IUGR Vergleichsgruppe und die NORM Plazenten in Abb.
7 zusammengestellt. Die Anordnung der Parameter auf den Achsen wurde so
optimiert, dass Korrelationscluster bevorzugt nebeneinander abgebildet werden. Die
Cluster-Analyse fur diese Reihenfolge wurde auf Basis der NORM Gruppe ermittelt,
die IUGR Gruppe wurde dann in der gleichen Reihenfolge abgebildet. Abb. 7 zeigt,
dass die in NORM Plazenten vielfaltig vorhandenen Bezlge zwischen verschiedenen
Parametern in den IUGR Plazenten verandert sind und sich dort nicht in der fir NORM

Plazenten abgebildeten Weise wiederfinden.

Zur Validierung der hier untersuchten Plazenten und der geburtshilflichen Diagnosen
wurden geburtshilfliche Grundparameter und makroskopische Plazentadaten sowie
die nicht nach C-villi und NC-villi unterschiedenen Daten des gesamten Zottenbaumes
verwendet. In diesen Daten bestatigen sich statistisch signifikante Kennzeichen des
IUGR Syndroms (Fruhgeburtlichkeit bei IUGR, vermindertes Plazentagewicht und
vermindertes Geburtsgewicht bei IUGR, vermindertes Volumen des intervilldsen
Raums und des Zottenbaums bei IUGR: Abb. 8).
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Abbildung 8: Klinische und anatomische Kenngrofien im Vergleich. Die Abbildung zeigt Tukey plots
klinischer Kerndaten sowie wichtiger makroskopisch-anatomischer und histologischer Parameter
(Geburtsgewicht, Gestationsalter bei Geburt, Volumen des intervilldsen Raums (IVR), Plazentagewicht,
der Quotient von Plazentagewicht zu Geburtsgewicht (Plazenta/ Fetus Gewichtsrelation), und das
Gesamtzottenvolumen (Volumen Zottenbaum)). Die Mittelwerte sind als grofle schwarze Punkte,
Ausreiler als kleine schwarze Dots, und die individuellen Daten als Dots in blauer Farbe zu den Tukey
Plots hinzugefiigt. Die Ergebnisse der statistischen Tests (Mann-Whitney U Test) sind in Rot unterhalb
der Titelregion jedes Teilplots dargestellt (p>0.05 (ns, nicht signifikant), p<0.05(*), p<0.01 (**), p<0.001
(***), und p<0.0001 (****)). Die Bezeichnungen der klinischen Fallgruppen (IUGR und NORM) sind
sowohl auf der X-Achse angezeigt wie auch farbkodiert im Graphen selbst (orange Balken fir IUGR,
hellblaue Balken fir NORM). Bezeichnungen und Einheiten der jeweiligen Parameter sind in den
Titelmarkierungen uber den Graphiken zu lesen.
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3.2 Analyse der IUGR Hauptgruppe

3.2.1 Bivariate multiparametrische Korrelationsanalyse
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Abbildung 9: Bivariate multiparametrische Korrelationsanalyse der IUGR Hauptgruppe. Die Abbildung
ist eine Heatmap, welche die Korrelationskoeffizienten darstellt, die sich aus den bivariaten multiplen
Korrelationsanalysen der Parameter innerhalb IUGR Hauptgruppe ergeben haben. Das Farbmal auf
der rechten Seite der Heatmap zeigt die Farbskala fur die Korrelationsfaktoren zwischen -1 (rot) und +1
(blau), die nach dem Verfahren von Spearman ermittelt wurden. Die Bezeichnungen der Parameter sind
in voller Lange auf der linken Seite und iber der Heatmap zu lesen. GréRRe und Farbe der Kreise in den
Kastchen der Heatmap deuten auf die Starke der Korrelation hin. Selbst-Korrelationen in der Diagonale
sind grau. Unter der Diagonalen (links unten, hellroter Hintergrund) sind die Daten der IUGR
Hauptgruppe dargestellt. Die Reihenfolge der dargestellten Parameter wurde nach einem
hierarchischem Cluster-Algorithmus in R (hclust) optimiert, auf Basis der IUGR Hauptgruppe. Die
Clusterung hebt Korrelationsmuster durch die Anordnung der Parameter hervor.
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Abbildung 9 zeigt die bivariate multiparametrische Korrelationsanalyse der Parameter
der IUGR-Hauptgruppe. Auch hier wurde, ahnlich wie in Abb. 7 die Reihenfolge der
Parameter durch eine Cluster-Analyse (hier: der IUGR-Hauptgruppe) so optimiert,
dass sich Korrelationscluster in Gruppen anordnen. Die Abbildung bestatigt den
Verlust der in NORM Plazenten breit visualisierbaren Korrelationscluster (s. Abb. 7) in
IUGR Plazenten.

3.2.2 Analyse Korrelationen von und

makroskopischen Parametern

ausgewahlter mikroskopischen

Korrelation des Plazentagewichts mit den Zottenvolumina

In der linearen Regressionsanalyse zeigt sich ein signifikant positiver linearer
Zusammenhang zwischen dem Plazentagewicht und dem Volumen der C-villi (Abb.
10A, p<0,01) sowie dem Volumen der NC-villi (Abb. 10C, p<0,0001). Nur das Volumen
der Gefalle in NC-villi (Abb. 10D, p<0,0001) korreliert signifikant positiv mit dem
Plazentagewicht, nicht das Volumen der Gefalle in C-villi (Abb. 10B).
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Abbildung 10: Korrelationen des Plazentagewichts der Plazenten der IUGR Hauptgruppe mit absoluten
Zottenvolumina [ml] (A, C) getrennt nach C-villi (A) und NC-villi (C) und mit den korrespondierenden
Gefalvolumina [ml] (B,D) der C-villi (B) und NC-villi (D). p-Wert (Steigung der Regressionsgerade
signifikant verschieden von null), R? (Mall der Streuung) und F (Beurteilung der Varianz) der
Regressionsanalysen ist oben links in den signifikant positiven Graphiken der Abbildungen A, C und D
zu sehen.
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Korrelation der Plazentadicke mit den Zottenvolumina

In der linearen Regressionsanalyse zeigt sich ein signifikant positiver linearer
Zusammenhang zwischen der Plazentadicke und dem Volumen der C-villi (Abb. 11A,
p<0,05) sowie dem Volumen der NC-villi (Abb. 11C, p<0,01). Nur das Volumen der
Gefalle in NC-villi (Abb. 11D, p<0,01) korreliert signifikant positiv mit der
Plazentadicke, nicht das Volumen der Gefalde in C-villi (Abb. 11B).
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Abbildung 11: Korrelationen der Plazentadicke der Plazenten der IUGR Hauptgruppe mit absoluten
Zottenvolumina [ml] (A,C) getrennt nach C-villi (A) und NC-villi (C) und mit den korrespondierenden
Gefallvolumina [ml] (B,D) der C-villi (B) und NC-villi (D). P-Wert (Steigung signifikant verschieden von
0), R? (Mal} der Streuung) und F (Beurteilung der Varianz) der Regressionsanalysen ist oben links in
den signifikant positiven Graphiken der Abbildungen A, C und D zu sehen.

Korrelation des Geburtsgewichts mit den Zottenvolumina

In der linearen Regressionsanalyse zeigt sich ein signifikant positiver linearer
Zusammenhang zwischen dem Geburtsgewicht und dem Volumen der C-villi (Abb.
12A, p<0,05) sowie dem Volumen der NC-villi (Abb. 12B, p<0,05).
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Abbildung 12: Korrelationen des Geburtsgewichts der Plazenten der IUGR Hauptgruppe mit absoluten
Zottenvolumina [ml] (A, B) getrennt nach C-villi (A) und NC-villi (B). P-Wert (Steigung signifikant
verschieden von 0), R? (MaR} der Streuung) und F (Beurteilung der Varianz) der Regressionsanalysen
ist oben links in den signifikant positiven Graphiken der Abbildungen A und B zu sehen.

3.2.3 Analyse von mikroskopischen Parametern: Korrelation der

Diffusionsdistanzen zwischen C- und NC-villi

Die durchschnittliche Diffusionsdistanz in Zotten ohne perivaskularen stromalen
Myofibroblasten (Diffusionsdistanz in NC-villi) korreliert signifikant positiv mit der
durchschnittlichen Diffusionsdistanz in Zotten mit perivaskularen stromalen
Myofibroblasten (Diffusionsdistanz in C-villi), s. Abb. 13.
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Abbildung 13: Korrelation der durchschnittlichen Diffusionsdistanz [um] (Trophoblastenoberflache bis
Endotheloberflache) an Zottenoberflachen von C-villi (Y-Achse) und NC-villi (X-Achse) der Plazenten
der IUGR Hauptgruppe. P-Wert (Steigung signifikant verschieden von 0), R? (Mafl} der Streuung) und F
(Beurteilung der Varianz) der Regressionsanalyse ist oben links zu sehen.
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Das heil3t, je langer die durchschnittliche Diffusionsdistanz in Zotten mit perivaskularen
stromalen Myofibroblasten ist, desto langer ist ebenfalls die Diffusionsdistanz in Zotten

ohne perivaskularen stromalen Myofibroblasten.
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4 Diskussion

4.1 Die wichtigsten Ergebnisse

Die vorliegende Studie macht deutlich, dass das Plazentagewicht von IUGR Plazenten
hauptsachlich durch das verminderte Volumen der zentral gelegenen C-villi bestimmt
wird (s. Abb. 5 und 10 A, C). Diese Erkenntnis widerspricht der Erwartung einer
generellen, topologisch und morphologisch gleichformigen Wachstumsretardierung
des Zottenbaums in IUGR Plazenten. Die IUGR Plazenten sind damit nicht nur
verkleinerte NORM Plazenten mit pathologischem peripheren Zottenbaum, sondern
entwicklungsbedingt, morphologisch und damit auch funktionell alteriert. Die simultan
viele Parameter umfassende und breit gefacherte morphologische und
entwicklungsbedingte Storung in den IUGR Plazenten wird in Darstellungen in Abb. 6
und Abb. 7 deutlich.

Das verminderte Volumen von C-villi als die hauptsachliche mikroskopische
Begrundung des verminderten Plazentagewichts kdonnte ein spezifischer Faktor der
Histopathologie der IUGR Plazenten sein. Die anderen grofen Syndrome in der
Geburtshilfe haben epidemiologisch einen anderen Bezug zum Plazentagewicht als
die IUGR (Praeklampsie [65, 66] und Gestationsdiabetes [67]). Die strikte Verbindung
zwischen reduziertem Plazentagewicht und klinischem Syndrom ist bei der
Praeklampsie nicht deutlich [65, 66] und bei Plazenten nach Gestationsdiabetes ist
das Gewicht sogar im Mittel erhéht [67].

Die Zottenvolumina und die darin liegenden GefalRvolumina von C-villi schienen
verhaltnismalig gleichformig verkleinert zu sein (s. Abb. 5). Dieser Strukturverlust Iasst
sich allerdings nicht durch Untergang bereits gebildeter Zotten erklaren, da keine
morphologischen Veranderungen existierender C-villi festgestellt werden konnten.
Das auf dieser Basis — zu wenig Volumen der C-villi — reduzierte Plazentagewicht I&sst
sich am ehesten dadurch erklaren, dass das fehlende Volumen der C-villi zu Zotten

gehdrt, die in IUGR Plazenten nie gebildet wurden.
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4.2 Vergleich der IUGR Auswahlgruppe mit der NORM Gruppe

4.2.1 C-villi: Struktur und Funktion

In dieser Studie werden unter dem Begriff der C-villi alle Zottenabschnitte
zusammengefasst, die in ihrer perivaskularen stromalen Manschette Myofibroblasten
lokalisiert haben, in denen y-sm-Aktin nachgewiesen werden konnte. Die
Myofibroblasten bilden die sogenannte perivaskulare kontraktile Manschette [31, 32,
68—71]. Diese Myofibroblasten kénnen in dichten Lagen in der perivaskularen
Manschette vorkommen, oder schmale perivaskulare Zonen bilden bzw. nur als
einzelne Myofibroblasten perivaskular auftauchen. Diese zellulare Ausdunnung der
Manschette schreitet von zentral zu den peripheren Zotten hin fort. Die Definition der
C-villi geht somit Uber die klassische Definition der Stammzotten hinaus (s. auch
Kapitel 4.4). Um die Ergebnisse aber vor dem Hintergrund bestehender
Veroffentlichungen diskutieren zu konnen, wird die klassische Einteilung des
Zottenbaumes (Stammzotten (reif und unreif), Intermediarzotten und Terminalzotten)
trotzdem zwischenzeitlich in dieser Diskussion benutzt. Die Stammzotten
reprasentieren den wichtigsten Zottentyp der unter dem Begriff C-villi

zusammengefassten Zotten.

Durch die prakapillare Lage der GefalRe in C-villi mit ihrer perivaskularen kontraktilen
Manschette spielen sie als WiderstandsgefaRe potenziell eine groRe Rolle. Das
verminderte durchschnittliche Volumen der C-villi und die damit gleichzeitige
durchschnittliche Verminderung der Gefal3e in C-villi kdnnten somit dazu beitragen,
dass der fetoplazentare GefaRwiderstand in der IUGR steigt [72] (siehe Kapitel 4.2.2).
Die perivaskulare kontraktile Manschette ist nur bei der menschlichen Plazenta konkret
beschrieben [68] , wurde aber auch hier bisher nur wenig untersucht [31, 32, 71]. Das
Vorkommen der IUGR beim Menschen (aber nicht bei gesunden, unmanipulierten
Labornagern, beispielsweise Maus und Ratte) kénnte daher auch mit der An- oder
Abwesenheit des Zottenbaums und seiner kontraktilen Manschette zu tun haben. Das
wirft Fragen auf, die die Validitat von plazentaren Tiermodellen der IUGR in

Labornagern betreffen.
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4.2.2 Widerstand im fetalen plazentaren Kreislauf und Zottenreifung
Widerstand im fetalen plazentaren Kreislauf

Wie in Kapitel 4.2.1 beschrieben, hat die perivaskulare kontraktile Manschette der C-
villi  moglicherweise groRen Einfluss auf die Regulierung des fetalen
GefalRwiderstands. Im Gegensatz zu der zirkularen Media der muskularen Arterien [73]
verlauft die kontraktile Manschette der plazentaren C-villi parallel zum Blutfluss und
liegt aulRerhalb der regular ausgebildeten zirkuldaren Media [20]. Die kontraktile
Manschette kann damit nicht unmittelbar den Gefalddurchmesser verandern, wohl aber
die Wandspannung des GefalRes. Dass isometrische Kontraktionen der perivaskularen
Manschette mdglich sind und vorkommen, wurde von Frau Dr. Graf [69-71] gezeigt.
Damit ergeben sich logischerweise andere biomechanische Konsequenzen der
Kontraktion dieser Manschette als bei Kontraktion typischer Myozyten der arteriellen

Media anderer Organe unseres Korpers:
Bei Kontraktion der perivaskularen Myofibroblasten der C-villi

1) wird die Wandspannung der C-villiim Bereich der Langsachse des Gefalles
erhoht,
2) die Langsachse des betroffenen Gefaldabschnittes verkurzt und

3) dadurch die Form und Grél3e der intervilldsen Poren indirekt verandert.

Weitere nachgeschaltete physiologische Effekte durch eine solche Kontraktion

konnen dann sein:

1) Schutz der Gefalle in C-villi (durch die erhdhte Wandspannung) vor
Kollaps/Einengung, die von pulssynchronen Druckfluktuationen im
intervilldsen Raum ausgelost werden konnten,

2) die Feinmodulation des fetoplazentaren Widerstands durch Anpassung der
Gefallange, oder

3) Anpassung des maternalen-plazentaren Flusswiderstands im intervilldsen

Raum durch Weitung oder Verengung der intervillosen Poren.

Die genannten Uberlegungen kénnen bedeuten, dass der Abfall des fetoplazentaren
GefalBwiderstands in  klinisch normalen Plazenten [74] eher durch die
entwicklungsbedingte Entstehung von mehr C-villi als durch Vasodilatation der Gefalle

an sich entsteht. Obwohl das Forschungsfeld der Stammzotten weitestgehend
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verlassen wurde, gibt es bereits Daten zur Beziehung zwischen Stammzotten und dem
Index des Dopplerwiderstands [75]. Auch gibt es Daten zum Volumenverlust von
zentral gelegenen Zotten in IUGR [76], in der die Plazentaproben jedoch nicht nach
dem etablierten ,systematic random sampling® entnommen wurden. Neben diesen
alteren Studien gibt es auch eine jungere Studie zur veranderten Stammzotten-
Entwicklung und zur veranderten parakrinen Funktion in der Pathogenese der

plazentaren Wachstumsretardierung [77].
Zottenreifung

Die entwicklungsgeschichtlichen Urspringe der Stammzotten, die einen Groldteil der
C-villi ausmachen, sind gut bekannt [23, 40]. Stammzotten entwickeln sich durch
stromale Reifungsprozesse aus ihren Vorlaufern, den unreifen Intermediarzotten.
Dieser Prozess beginnt am Ende des ersten Trimesters und zieht sich fort bis alle
unreifen Intermediarzotten in Stammzotten umgewandelt wurden [23, 40]. Im idealen
Fall ist dieser Zustand ca. gegen Ende der normalen Schwangerschaft in der 40.
Schwangerschaftswoche erreicht. Der Vorrat an verfigbaren unreifen
Intermediarzotten wird zum einen begrenzt durch die kontinuierlich fortschreitende
Umwandlung unreifer Intermediarzotten in Stammzotten und zum anderen durch die
im Laufe der Schwangerschaft abnehmende Entwicklung neuer unreifer
Intermediarzotten aus mesenchymalen Aussprossungen (mesenchymale Zotten) von
existierenden unreifen Intermediarzotten. Diese beiden Vorgange laufen parallel ab.
Die Folge einer verminderten Entwicklung neuer unreifer Intermediarzotten aus dem
Mesenchym oder einer vermehrten Umwandlung von unreifen Intermediarzotten in
Stammzotten ist in beiden Fallen ein vermindertes Volumen von C-villi bzw.
Stammgzotten, die an sich morphologisch keine Veranderungen aufzeigen. Eben dies

ist ein Ergebnis dieser Studie.

Ein solcher entwicklungsbedingter Schaden wirde nach gewisser Zeit,
héchstwahrscheinlich frihgeburtlich, die Wachstumsreserven (unreife
Intermediarzotten) vorzeitig aufbrauchen und die Kompensationsmechanismen der
Plazenta fruhzeitig erschopfen. Dieses Konzept passt auch zu der schon bekannten

Korrelation des Volumens der C-villi mit dem Gewicht normaler Plazenten [34].

Uber die Aktivierung, Kontrolle und das Tempo der Zottenaussprossung aus unreifen

Intermediarzotten ist leider nur wenig bekannt. Ebenso wenig weil3 man Uber die
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Umwandlung der unreifen Intermediarzotten in Stammzotten, obwohl bekannt ist, dass
es eine umfangreiche stromale Differenzierung und Reorganisation der Gefalie gibt
[23, 31, 32, 40, 69-71].

Unabhangig davon ordnet der Verlust von C-villi (wenige Stammzotten) die
Gewichtsreduktion bei der IUGR einem Vorgang der Zottenreifung (Bildung der
Stammzotten und der perivaskularen Manschette) zu, der bereits beginnt, bevor die
ersten typischen peripheren Zotten (reife Intermediarzotten und Terminalzotten)
uberhaupt entstanden sind [23, 40]. Mit den Ergebnissen der vorliegenden Studie wird
damit der mogliche Ursprung der IUGR weit zuruck in die frihen Phasen der

Schwangerschaft, wahrscheinlich hinein bis in das spater erste Trimester gelegt.

Ein solcher Bezug der IUGR zu Stammzotten und der frilhen Plazentation im Ubergang
vom ersten zum zweiten Trimester widerspricht den aktuellen Konzepten zur
Entstehung der IUGR allein im peripheren Zottenbaum. Aber diese Sicht auf Basis
unserer Daten ist nicht neu [23, 25, 78]. Fruhere Arbeiten stellten die zentralen
Zottenabschnitte bereits in den Mittelpunkt [79-81], wurden aber aufgrund
hauptsachlich  methodischer Mangel abgelehnt.  Spater  stattgefundene
Untersuchungen, die nicht auf einer Probenentnahme nach dem Prinzip des
,Systematic random sampling“ aufbauten, haben eine Abnahme des Volumens von
Stammzotten gezeigt [76], wurden aber nicht weiter verfolgt. Stattdessen wurde der
Fokus der IUGR-Forschung ab Mitte der 90er Jahre, spatestens ab der
Jahrtausendwende weg vom zentralen Zottenbaum und hin zur Angiogenese und den
diese bestimmenden Wachstumsfaktoren des peripheren Zottenbaumes verlegt [47].
Die Daten der vorliegenden Studie konnten diese scheinbar widersprichlichen
Ansatze vereinen, weil sie nicht nur das herabgesetzte Gewicht und Volumen der C-
villi aufzeigen, sondern eben auch vielfaltige bereits bekannte Veranderungen der

peripheren NC-villi bestatigen.

4.2.3 Fehlentwicklungen des peripheren Zottenbaums bei IUGR

Die NC-villi enthalten den Groliteil des fetoplazentaren Kapillarsystems [34] und
stellen die Areale des fetomaternalen Stoffaustausches bereit. Diese Studie bestatigt
oder steht mindestens nicht im Widerspruch zu bereits etabliertem Wissen uUber die
peripheren Zonen im Zottenbaum von IUGR Plazenten: verlangerte

Diffusionsdistanzen [82], verminderte Verzweigungen der Kapillaren [47, 76, 83],
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verlangerte und weniger verzweigte (siehe Kapitel 4.4.2) Intermediar- und
Terminalzotten [83], verdickte Erscheinung des Synzytiotrophoblasten [83] und eine
erhdhte synzytiale Seneszenz [43] als Indikator einer erhdhten synzytialen Belastung,
z. B. durch oxidativen Stress [43, 84]. In einer aktuell publizierten Studie wurde
zusatzlich dazu eine erhdhte Zellkerndichte im Synzytiotrophoblast bestatigt [42, 43].
Die Kombination von verlangerter Diffusionsdistanz mit erhdhter Dichte synzytialer
Zellkernen macht deutlich, wie die Oberflache des Zottenbaums auf Stress reagiert.
Die vermehrte Anzahl an Zellkernen an der Zottenoberflache, wie in der Studie von
Barapatre et al. beschrieben, deutet auf eine vermehrte Anzahl an zur Verfigung
stehenden Zellorganellen hin [43] (ERs, Golgiapparat, Vesikel). Dies weist darauf hin,
dass sich das Synzytium auf den Transport metabolischer Nahrstoffe (Aminosauren,
Glucose, etc.) fokussiert, um den zunehmenden Bedarf des Feten zu decken. Dies
passiert zum Nachteil des diffusiven Transports von Atemgasen (langere
Diffusionsdistanzen) und erhdht das Risiko einer potenziell lebensbedrohlichen
Hypoxie des Feten. Diese Uberlegung wiirde mit klinischen Erfahrungen

Ubereinstimmen [19, 78].

Der zwangslaufig frih beginnende kontinuierlich zunehmende Mangel an C-villi stellt
in Frage, ob die periphere Zottenpathologie wirklich direkt kausal mit den Symptomen
der IUGR verknupft ist. Weil sich die peripheren Zotten erst nach den C-villi entwickeln,
konnten die Veranderungen Reaktionen auf die vorangehende
Zottenentwicklungsstorung der C-villi sein. Diese Reaktion konnte ein weiteres
Symptom einer allgemeinen Zottenreifungsstérung sein, oder aber eine zumindest
teilkompensatorische Reaktion des Zottenbaums auf den friiher schon akkumulierten
Mangel an C-villi [77].

4.2.4 ,Second Order* Stereologie: Der Verzweigungsindex

Die Verzweigung des Zottenbaumes ist nach aktueller Meinung nicht primar ein
eigenstandiger Prozess, sondern durch die v.a. in peripheren Zotten ablaufende

Angiogenese angetrieben und determiniert.
Phase I: Branching-Angiogenese (32. Tag bis 25. Woche)

Die sogenannte Branching-Angiogenese, in der sich die ersten Kapillaren in ein

zahlreich verzweigtes Kapillarnetz entwickeln, ist gekennzeichnet von hoher
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Konzentration an VEGF (vascular endothelial growth factor). In dem reich verzweigten

Kapillarnetz herrscht ein niedriger Gefalwiderstand [40].
Phase II: Non-Branching Angiogenese (ab 25. Woche)

Nach der 25. Woche beginnt die Non-Branching Angiogenese, die durch den Abfall
des VEGF und den Anstieg des PIGF (placental growth factor) bestimmt wird. Hier
bilden sich in der Peripherie des Zottenbaums lange Kapillarschlingen mit
einhergehendem Anstieg des Gefallwiderstands und trotzdem steigendem Blutfluss

(durch erhohten fetalen Blutdruck und grof3ere Gefalldurchmesser) [40].
Angiogenese in IUGR

Feten mit IUGR leiden unter einer Hypoxie [85, 86]. Daraus resultieren veranderte
Wachstumsfaktorlevel, v.a. bezlglich VEGF und PIGF, die sich auf die Morphologie
des Gefallbetts und des Zottenbaums auswirken. Die gangige Sicht ist, dass sich die
Lange der Kapillaren im Mittel erhdht (und sich dadurch der fetoplazentare
GefalRwiderstand erhoht), die Verzweigungsdichte des Kapillarbettes und auch die
Verzweigung der Zotten bei IUGR aber reduziert sind, und auf Ebene der Zotten eine

geringere Verzweigungsdichte vorliegt [47].

Der in dieser Studie gemessene geringere Verzweigungsindex in IUGR Plazenten (s.
Abb. 5) weist darauf hin, dass die Zotten (C-villi und NC-villi, d.h. sowohl in zentralen
Bereichen als auch in peripheren Bereichen) tatsachlich weniger verzweigt sind.
Allerdings passt diese geringere Verzweigung in zentralen (frih auftretend) und in
peripheren Bereichen (spate Manifestation) nicht zu der Hypothese einer
angiogenetischen Veranderung, die erst nach der 20. Schwangerschaftswoche

nachweisbar wird [47].

4.3 Korrelationen von Parametern der IUGR Hauptgruppe

4.3.1 Ubersicht

In der Hauptgruppe zeigen sich ebenfalls gestérte Wachstums- und
Zottenreifungsmuster, die viele Parameter und auch ihre physiologische Korrelation
untereinander betreffen (s. Abb. 9 - 13). Dadurch wird klar, dass die Morphologie der
Plazenta bei IUGR keine selektive Stérung einzelner und gut identifizierbarer
Teilelemente des Zottenbaums ist. Zum Zeitpunkt der Geburt und damit nach einer
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mehrwochigen pathophysiologischen Entwicklung sind viele der zentralen Parameter

der plazentaren Morphologie verandert und ihre normale Interdependenz verwischt.

Die Korrelationen zur Groflke der IUGR Plazenten, die in Kapitel 4.3.2 besprochen
werden, bestatigen bisherige Ansatze, die davon ausgehen, dass es durch den Verlust
an C-villi zu einem verminderten Plazentagewicht, zu einer verringerten Dicke der

Plazenta und zu einem verringerten Geburtsgewicht der Neugeborenen kommt.

Neu ist, dass sich auch die durchschnittliche Diffusionsdistanz in C-villi parallel zu der
in NC-villi verlangert (s. Kapitel 4.3.3).

4.3.2 Zur ,mikroskopischen Anatomie“ des Plazentagewichts

Im Kapitel 4.2 wird beschrieben, dass im Vergleich der IUGR Auswahlgruppe mit der
NORM Gruppe deutlich wird, dass das verminderte Volumen von C-villi die
hauptsachliche mikroskopische Begriindung fiir das verminderte Plazentagewicht von
IUGR Plazenten ist. In Abb. 10 ist die Signifikanz der Korrelation des Plazentagewichts
mit den peripheren Zottenvolumina jedoch héher als die Korrelation mit den zentralen
Zottenvolumina. Dies lasst sich evil. dadurch erklaren, dass durch den
nachgewiesenen Verlust der Zottenvolumina der C-villi nicht mehr ausreichend
zentrale Anteile des Zottenbaums vorhanden sind, um eine starkere Korrelation
darzustellen. Dann wird diese Korrelation von den NC-villi dominiert. Dies ist anders
bei normalen Plazenten [34], wo das Plazentagewicht mit dem Volumen der C-villi
korreliert, aber nicht mit dem Volumen der NC-villi. Gleiches kann fur die Gefalde in
den jeweiligen Zottenvolumina angenommen werden (Abb. 10B, 10D). Die
Abbildungen bestatigen die in Kapitel 4.2 diskutierte Annahme, dass die
Zottenvolumina der C-villi und die darin liegenden GefalRe verhaltnismalig
gleichférmig verkleinert sind. Die in Abb. 11 dargestellte Plazentadicke spiegelt die
Annahmen flr das Plazentagewicht wider: die zentralen Zottenvolumina tragen durch
den generellen Verlust inres Volumens zu einem geringeren Teil zur Plazentadicke bei
als die peripheren Zottenvolumina. Ebenso verhalten sich die jeweiligen

GefaRabschnitte der Zottenvolumina.

Der Verlust der zentralen und peripheren Zottenabschnitte fihrt verhaltnismagig in
gleichem Malde zu einem verminderten Geburtsgewicht bei IUGR (s. Abb. 12). Wenn
angenommen wird, dass durch den Volumenverlust der C-villi nicht mehr ausreichend

viel Blutvolumen die peripheren Zottenanteile erreicht und der Synzytiotrophoblast der
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peripheren Zottenabschnitte kompensatorisch versucht, den Nahrstoffmangel durch
aktiven Transport auszugleichen [43], kann daraus geschlossen werden, dass die
Kompensation nicht ausreicht, um dem wachsenden Nahrstoff- und Sauerstoffbedarf

zu decken.

4.3.3 Bedeutung der veranderten Diffusionsdistanzen

Im Vergleich der IUGR Auswahlgruppe mit der NORM Gruppe fiel auf, dass die
Diffusionsdistanzen in IUGR Plazenten deutlich langer waren als die in Plazenten ohne
erkennbare Pathologie (Abb. 5). In Abb. 13 ist zu erkennen, dass sich in der IUGR
Hauptgruppe mit Verlangerung der Diffusionsdistanzen in peripheren Zotten (NC-villi)
die Diffusionsdistanz in den zentralen Zotten (C-villi) verhaltnismaRig gleichermal3en

verlangert.

Es wird angenommen, dass die Hauptaufgabe der C-villi der Bluttransport in die
peripheren Gebiete des Zottenbaums ist. Die Hauptaufgabe der NC-villi ist der
Stoffaustausch zwischen dem mdutterlichen und fetalen Blut. Die Verlangerung der
Diffusionsdistanz in beiden Bereichen deutet darauf hin, dass hier auch eine generelle

Reaktion des Trophoblasten, v.a. des Synzytiotrophoblasten vorliegen kénnte.

Dass in IUGR Plazenten die Verlangerung der Diffusionsdistanz durch Verdickung und
erhdhtem Kernreichtum des Synzytiotrophoblasten zustande kommen kdnnte [42, 43],
ist ein Mechanismus, der sehr wohl den Trophoblasten als Ganzes — auch in C-villi —
erfassen konnte. Wie oben bereits diskutiert (Kapitel 4.2.3), ist es mdglich, eine solche
Veranderung als trophoblastaren = Kompensationsmechanismus flir eine
Mangelsituation zu verstehen. Dies wird auch in einer aktuell veroffentlichten Studie

angenommen und diskutiert [43].
4.4 Methodische Besonderheiten der Studie

In dieser Studie wurden menschliche Plazenten mit intrauteriner
Wachstumsretardierung (IUGR) und Plazenten ohne Pathologie makroskopisch
untersucht und stereologisch analysiert. Dabei wurde die komplexe dreidimensionale
Struktur des Zottenbaumes mit einem neuartigen Verfahren untersucherunabhangig

unterteilt.

In frGheren Studien zur Plazenta wurde die komplexe baumartige Struktur des

Zottenbaumes entweder anhand des Durchmessers einzelner Zottenabschnitte oder
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anhand der qualitativen Zusammensetzung ihres Stromas klassifiziert [22, 87-92].
Dabei wurden die zweidimensionalen Schnitte meist mit einfachen histologischen
Farbemethoden (wie zum Beispiel die Hamatoxylin-Eosin Farbung) bearbeitet, die
jedoch nicht spezifisch genug sind, um eine verlassliche Einteilung des Zottenbaums

gewahrleisten zu kdnnen [30].

Die in den letzten Jahren am haufigsten verwendete Klassifizierung des Zottenbaums
wurde von Kaufmann et al. [22] etabliert. Demnach handele es sich ab einem
Durchmesser von groRer als 50um um eine Stammzotte und ab einem Durchmesser
von kleiner als 60pum um eine Intermediar- oder Terminalzotte. Aber wie bezeichnet
man nun eine Zotte mit einem Durchmesser von 55um? Leider verursachen auch die
Schnittrichtung (Tangentialschnitt?) und die Vollstandigkeit eines Zottenanschnitts
(Langsschnitte kdnnen — wenn sie nicht zentral sind — einen zu kleinen Durchmesser
ergeben) eine erhebliche Streuung der in Schnitten gemessenen Durchmesser. Als
weitere histologische Kriterien wurden Stromakandle oder Gefallmuster
herangezogen. Eine kurzlich veroffentlichte Validierungsstudie, bei der die
Untersucher im einfachen Blindmodus Zottenquerschnitte im histologischen Bild
klassifizieren mussten, zeigte jedoch, dass es selbst bei geubten und routinierten
Untersuchern zu grof3en Streuungen kam, die sich flr quantitative Studien nicht eignen
[30]. Gleichzeitig empfiehlt dieselbe Validierungsstudie im Rahmen der Diskussion
dieser Ergebnisse die Verwendung von Markern, mit denen eine
untersucherunabhangige, objektive Klassifikation der Zottenabschnitte mdglich ist. Als
mogliches Markermolektl wurde y-sm-Aktin vorgeschlagen [30], das in den

Myofibroblasten der perivaskularen Manschette von Stammzotten exprimiert wird [31].

Mithilfe des vorgeschlagenen y-sm-Aktin, das in dieser Studie in den Myofibroblasten
der perivaskularen kontraktilen Manschette der kontraktilen Zotten (C-villi)
nachgewiesen wurde, konnten der Zottenbaum in Zotten mit perivaskularen stromalen
Myofibroblasten (C-villi, contractile villi), zu denen auch die klassischen Stammzotten
gehoren, klassifiziert werden. Uber die klassische Definition der Stammzotten hinaus
gehend, kommen aber noch die kleinkalibrigeren Zottenanschnitte dazu, die bisher
aufgrund von Kaliberanalysen nicht eindeutig zuzuordnen waren. Die Zottenanschnitte
mit perivaskularen stromalen Myofibroblasten, farbten sich blau (s. Abbildung 2 und
4). Die Zotten ohne perivaskulare stromale Myofibroblasten wurden als NC-villi (non-

contractile villi) zusammengefasst.
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Die Zotten ohne perivaskulare stromale Myofibroblasten liegen uberwiegend im
peripheren Zottenbaum und sind damit in dem Bereich lokalisiert, in dem der
Stoffaustausch zwischen Mutter und Fetus stattfindet. In diesen Stroma-armen und
gefaldreichen Zotten sind die fetalen Kapillaren zahlreich vorhanden und haben eine
verhaltnismalig grolRe Oberflache. Der so geschaffene geringe raumliche Abstand
zwischen mdatterlichem und fetalem Blut macht den Nahrstofftransport Gber Diffusion
mdglich [23, 93].

Diese Studie bedient sich durch die Immunreaktivitat mit dem y-sm-Aktin-Antikdrper
der etablierten Option fur eine systematische, untersucherunabhangige Analyse von
Plazenten mit und ohne Pathologie [33, 34, 94]. Dies ermdglicht einen Vergleich der
Daten dieser Studie mit Daten anderer Studien, die mit der gleichen

immunhistochemischen quantitativen Analyse gearbeitet haben [34].

Die vorliegende Studie hat als weiteres originares Merkmal das Ziel, den Bau des
Zottenbaums mit dem Gewicht der geborenen Plazenta zu korrelieren. Dies kann auch
als ,mikroskopische Anatomie des Plazentagewichtes® bezeichnet werden und ist
bisher in der Analyse der IUGR (deren plazentares Hauptsymptom das reduzierte
Gewicht ist) ein wenig bis gar nicht verfolgter Ansatz. Die Hypothese, dass der
Zottenbaum in der IUGR im Wesentlichen peripher alteriert ist, hat zu vielen Studien
zu diesem Bereich des Zottenbaums geflhrt (Verzweigungsanalysen,
Wachstumsfaktoren, Angiogenese, Trophoblaststruktur) [47, 83]. Die scheinbar
einfache Frage nach der Lokalisation des Gewichtsverlustes im Zottenbaum ist dabei

aber unbeantwortet geblieben.

Eine jlungst veroffentlichte Studie [33, 34] hat bereits gezeigt, dass die C-villi als
Bestandteil des zentralen Zottenbaumes mit dem Plazentagewicht — hier aber bei

klinisch normalen Plazenten — in Zusammenhang stehen.
4.5 Offene Fragen und Ausblick

Aktuelle therapeutische Ansatze zielen vor allem auf die Ungleichgewichte bei den
Wachstumsfaktoren in IUGR ab, bevorzugt nach der 20. Schwangerschaftswoche.
Hier sind gentherapeutische Ansatze in praklinischen Phasen auf dem Weg [95],
begleitet von grof3 angelegten, vorbereitenden klinischen Studien [96]. Es ist dabei von
grolker Bedeutung, ob die nach der 20. Schwangerschaftswoche auftretenden

peripheren Veranderungen (die auch in unserer Studie bestatigt wurden) kausal zur
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IUGR stehen, oder teilkompensatorische Spatfolgen einer friheren Schadigung sind.

Diese Fragen sind zurzeit noch vollkommen ungeklart.

Umgekehrt wirden sich bei Bestatigung der hier erhobenen Befunde im zentralen
Bereich des Zottenbaums (C-villi) ebenfalls mogliche therapeutische Ansatze ergeben.
Wenn es gelingt, den progredienten Verlust an C-villi aufzuhalten, so ware ein solcher
Ansatz frih in der Schwangerschaft einsetzbar, mit einem langen therapeutischen
Fenster. Die Komplikationen und Strukturmodifikationen des peripheren Zottenbaums
waren damit gegebenenfalls a priori minimierbar oder wirden vermieden werden

konnen.

Die Grundsatzfrage unter allen diesen Erwagungen ist, wo in der Plazenta die
Widerstandsgefalle zu finden sind, die den Widerstand im fetoplazentaren Kreislauf
determinieren. Gangige Ansicht ist dabei, dass die peripheren Gefallabschnitte der Ort
der Widerstandsregulation sind; hier spielen die Wachstumsfaktorlevel eine
entscheidende Rolle. Sollten aber — und das ist auf Basis der hier vorliegenden Studie
mdglich — die C-villi die entscheidenden Widerstandsgefalte aufweisen, dann wirde
die Plazenta damit wieder wie die meisten Organe des menschlichen Korpers
funktionieren [73]: Die Widerstandsregulation fande dann nicht in plazentaren

Kapillaren, sondern im prakapillaren Abschnitt des fetoplazentaren Kreislaufs statt.

Die in der vorliegenden Studie angewandten Analyseverfahren sind geeignet, die
Zusammenhange zwischen Morphologie und Funktion der Plazenta neu zu
beleuchten. Dies gilt aber nicht nur fur die hier untersuchte IUGR, sondern auch fur
andere wichtige geburtshilfliche Syndrome wie die Praeklampsie und auch der
Gestationsdiabetes. Beide Syndrome zeigen explizite plazentare Pathologien [65—-67,
97] und sind mit dem hier eingesetzten Methodenarsenal zuganglich. Es ist zu
erwarten, dass sich durch konsequente Analyse dieser Syndrome eine neue und
erweiterte Sicht auf Zusammenhange zwischen plazentarer Morphologie und Funktion
ergeben wird.
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Anhang
Deskriptive Statistik der klinischen Fallgruppen und der Parameter

Makroskopische Daten

Die deskriptive Statistik der makroskopischen Daten ist mit den Mittelwerten und Standardabweichungen (SD) fur die Plazenten der
IUGR Hauptgruppe in Tabelle 1, fir die der IUGR Auswahlgruppe (mannlich/ Sectio) in Tabelle 2 und flr die Plazenten ohne Pathologie
(NORM) in Tabelle 3 zusammengefasst.

IUGR Hauptgruppe

Tabelle 1: Mittelwerte und Standardabweichung (SD) der klinischen und makroskopische Parameter der IUGR Hauptgruppe(GA: Gestationsalter; GG:
Geburtsgewicht; PG: Plazentagewicht; PG/GG: Relation von Plazentagewicht zu Geburtsgewicht; LD: langster Plazentadurchmesser; KD: kirzester
Plazentadurchmesser; OF: Plazentaoberflache; Dicke: Plazentadicke). Die 36 Plazenten bestehen aus 15 Plazenten méannlicher und 21 weiblicher Babys, davon
wurden 23 per Sectio und 13 vaginal geboren.

GA [Wochen] GG [q] PG [g] PG/GG LD [cm] KD [cm] OF [cm?] Dicke [cm]
n 36 36 36 36 36 36 36 36
Mittelwert 38,15 2347,08 341,83 0,15 18,51 15,49 912,78 1,51
SD 1,55 368,70 44,50 0,02 2,47 2,46 241,04 0,34
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IUGR Auswahlgruppe méannlich/ Sectio

Tabelle 2: Mittelwerte und Standardabweichung (SD) der makroskopischen Daten der IUGR Auswahlgruppe (mannlich/ Sectio)(GA: Gestationsalter; GG:
Geburtsgewicht; PG: Plazentagewicht; PG/GG: Relation von Plazentagewicht zu Geburtsgewicht; LD: langster Plazentadurchmesser; KD: kiirzester
Plazentadurchmesser; OF: Plazentaoberflache; Dicke: Plazentadicke). Die Auswahlgruppe der IUGR Plazenten, die flr den Vergleich mit den normalen Plazenten
(NORM) herangezogen wurden umfassen insgesamt 11 Plazenten von mannlichen Babys, die per Sectio zur Welt gekommen sind.

GA [Wochen] GG [d] PG [g] PG/IGG LD [cm] KD [cm] OF [cm?] Dicke [cm]
n 11 11 11 11 11 11 11 11
Mittelwert 37,28 2142,82 323,55 0,15 17,59 14,36 803,55 1,48
SD 1,72 424,80 26,52 0,03 2,01 2,86 229,81 0,40

Plazenten ohne Pathologie (NORM) ménnlich/ Sectio

Tabelle 3: Mittelwerte und Standardabweichung (SD) der makroskopischen Daten der klinisch unauffalligen Gruppe (NORM; mannlich/ Sectio)(GA: Gestationsalter;
GG: Geburtsgewicht; PG: Plazentagewicht; PG/GG: Relation von Plazentagewicht zu Geburtsgewicht; LD: langster Plazentadurchmesser; KD: kiirzester
Plazentadurchmesser; OF: Plazentaoberflache; Dicke: Plazentadicke). Die 10 Plazenten sind von mannlichen Babys, die alle per Sectio geboren wurden.

GA [Wochen] GG [g] PG [g] PG/GG LD [cm] KD [cm] OF [cm?] Dicke [cm]
n 10 10 10 10 10 10 10 10
Mittelwert 38,94 3364,8 538,5 0,16201 19,75 28,35 1088,4 1,52
SD 1,40 570,12 117,17 0,0372 2,43 35,88 383,17 0,23
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Mikroskopische Daten

Die deskriptive Statistik der mikroskopischen Daten ist mit den Mittelwerten und Standardabweichungen (SD) fur die Plazenten der
IUGR Hauptgruppe in Tabelle 4, fir die der IUGR Auswahlgruppe (mannlich/ Sectio) in Tabelle 5 und fur die Plazenten ohne Pathologie
(NORM) in Tabelle 6 zusammengefasst.

IUGR Hauptgruppe

Tabelle 4: Mittelwerte und Standardabweichung (SD) aller mikroskopischen Parameter der Plazenten der IUGR Hauptgruppe(C-villi: Volumen von Zotten mit
perivaskularen stromalen Myofibroblasten; Gefalde in C-villi: GefalRvolumen in Zotten mit perivaskularen stromalen Myofibroblasten; DD in C-villi: Diffusionsdistanz
in Zotten mit perivaskuldren stromalen Myofibroblasten; SD von DD in C-villi: Standardabweichung der Diffusionsdistanz in Zotten mit perivaskularen
Myofibroblasten; NC-villi: Volumen von Zotten ohne perivaskularen stromalen Myofibroblasten; GefaRe in NC-villi: GefaRvolumen in Zotten ohne perivaskularen
stromalen Myofibroblasten; DD in NC-villi: Diffusionsdistanz in Zotten ohne perivaskularen stromalen Myofibroblasten; SD von DD in NC-villi: Standardabweichung
der Diffusionsdistanz in Zotten ohne perivaskularen Myofibroblasten; IVR: intervilldser Raum; Relation Zottenvolumina (C-villi zu NC-villi): Quotient von
Zottenvolumina mit perivaskularen stromalen Myofibroblasten und ohne perivaskulare stromale Myofibroblasten; Gesamtzottenvolumen: Gesamtzottenvolumen
des gesamten Zottenbaums). Die 36 Plazenten bestehen aus 15 Plazenten mannlicher und 21 weiblicher Babys, davon wurden 23 per Sectio und 13 vaginal

geboren.

Cuvilli GefalRe DD in SD von NC- Gefalle DD in SD von VR Relation Gesamtzottenvolumen
™ C-villi C-villi DD in C- villi NC-villi  NC-villi DD in NC- [mi] Zottenvolumina [ml]
[mI] [pm] villi [um] [mi] [mi] [um] villi [um] (C-villi zu NC-villi)
n 36 36 36 36 36 36 36 36 36 36 36
Mittelwert 30,80 2,96 24 .84 14,90 131,43 96,45 10,10 9,13 179,61 0,25 162,23
SD 10,33 2,12 6,96 4,65 23,85 17,44 1,59 1,21 26,00 0,09 27,84
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IUGR Auswahlgruppe méannlich/ Sectio

Tabelle 5: Mittelwerte und Standardabweichung (SD) aller mikroskopischen Parameter der IUGR Untergruppe mannlich/ Sectio(C-villi: Volumen von Zotten mit
perivaskularen stromalen Myofibroblasten; Gefalke in C-villi: Gefalvolumen in Zotten mit perivaskuladren stromalen Myofibroblasten; DD in C-villi: Diffusionsdistanz
in Zotten mit perivaskularen stromalen Myofibroblasten; SD von DD in C-villi: Standardabweichung der Diffusionsdistanz in Zotten mit perivaskularen
Myofibroblasten; NC-villi: Volumen von Zotten ohne perivaskuldren stromalen Myofibroblasten; GefaRRe in NC-villi: GefalRvolumen in Zotten ohne perivaskularen
stromalen Myofibroblasten; DD in NC-villi: Diffusionsdistanz in Zotten ohne perivaskularen stromalen Myofibroblasten; SD von DD in NC-villi: Standardabweichung
der Diffusionsdistanz in Zotten ohne perivaskularen Myofibroblasten; IVR: intervilldser Raum; Relation Zottenvolumina (C-villi zu NC-villi): Quotient von
Zottenvolumina mit perivaskularen stromalen Myofibroblasten und ohne perivaskulare stromale Myofibroblasten; Gesamtzottenvolumen: Gesamtzottenvolumen
des gesamten Zottenbaums). Die Auswahlgruppe der IUGR Plazenten, die fiir den Vergleich mit den normalen Plazenten (NORM) herangezogen wurden umfassen
insgesamt 11 Plazenten von mannlichen Babys, die per Sectio zur Welt gekommen sind.

; : . . Relation
.. Gefalke DDin SD von NC-  GefaRe DD in SD von .
Cvill i Covili Cwili DDinC-  wvili  inNC-  NCwili DDinNG- VR Zottenvolumina  Gesamizottenvolumen
[mi] e . - [ml] (C-villi zu NC- [mi]
[ml] [um] villi [um] [mI] villi [ml] [um] villi [um] vill)

n 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11
Mittelwert 27,83 2,70 26,47 16,96 124,75 90,88 10,46 9,27 170,97 0,25 152,58
SD 6,70 1,40 8,35 5,64 19,62 13,00 2,05 1,25 18,14 0,05 23,34
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Plazenten ohne Pathologie (NORM) ménnlich/ Sectio

Tabelle 6: Mittelwerte und Standardabweichung (SD) aller mikroskopischen Parameter der NORM Plazenten(C-villi: Volumen von Zotten mit perivaskularen
stromalen Myofibroblasten; Gefalke in C-villi: Gefalkvolumen in Zotten mit perivaskularen stromalen Myofibroblasten; DD in C-villi: Diffusionsdistanz in Zotten mit
perivaskularen stromalen Myofibroblasten; SD von DD in C-villi: Standardabweichung der Diffusionsdistanz in Zotten mit perivaskuldren Myofibroblasten; NC-villi:
Volumen von Zotten ohne perivaskularen stromalen Myofibroblasten; Gefal3e in NC-villi: Gefallvolumen in Zotten ohne perivaskularen stromalen Myofibroblasten;
DD in NC-villi: Diffusionsdistanz in Zotten ohne perivaskuldren stromalen Myofibroblasten; SD von DD in NC-villi: Standardabweichung der Diffusionsdistanz in
Zotten ohne perivaskuldren Myofibroblasten; IVR: intervilldser Raum; Relation Zottenvolumina (C-villi zu NC-villi): Quotient von Zottenvolumina mit perivaskuldren
stromalen Myofibroblasten und ohne perivaskuldre stromale Myofibroblasten; Gesamtzottenvolumen: Gesamtzottenvolumen des gesamten Zottenbaums). Die 10
Plazenten sind von mannlichen Babys, die alle per Sectio geboren wurden.

. . N . Relation
C-villi _Gefa[}e_ DD n SD_von NC-villi (_BefaBe DD in SD von IVR Zottenvolumina  Gesamtzottenvolumen
in C-villi  C-villi DD in C- in NC- NC-villi DD in NC- -
[mI] o [mI] . - [mI] (C-villi zu NC- [mi]
[mI] [um]  villi [um] villi [ml] [um] villi [um] vill)
n 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
297.8

Mittelwert 99,05 33,48 17,62 15,91 141,58 121,45 7,80 6,92 . 0,78 240,63
SD 29,68 13,65 4,10 4,66 32,94 27,67 1,28 1,68 72,77 0,31 47,03
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