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Zusammenfassung

Strukturelle Veranderungen der Plazenta werden schon seit mehreren Jahrzehnten mit der
Entstehung von perinatalen Pathologien und Erkrankungen assoziiert und die Untersuchung der
Plazenta besitzt in der klinischen Diagnostik pranataler Auffalligkeiten heute eine grole
Relevanz.

Der Plazenta kommt auch fir das sogenannte Prenatal Programming eine zentrale Bedeutung
zu. Fehlanpassungen und funktionelle Veranderungen in der Plazenta sind mit dem Auftreten
von kardiovaskuldren, metabolischen und psychischen Erkrankungen wahrend des gesamten
Lebens vergesellschaftet. In den friihen 1990er-Jahren beschrieb der Epidemiolge David Barker
den Zusammenhang von niedrigem Geburtsgewicht und spateren gesundheitlichen Leiden als

sogenannte Barker-Hypothese.

Signifikante Korrelationen von Plazentagewicht und Geburtsgewicht wurden bereits mehrfach
publiziert, dennoch konnte bisher keine Kausalitat zwischen der Verzweigung mikroskopischer
Zottenabschnitte und makroskopischen Veranderungen fundiert analysiert werden. Da aber der
feto-maternale Austausch in den weit verzweigten Zottenabschnitten stattfindet, ist es
naheliegend, dass pathologische Veranderungen in der Verzweigungsstruktur sich auch in der

gesundheitlichen Entwicklung des Fetus und im postnatalen Gesundheitszustand widerspiegeln.

Wahrend die Inzidenz geburtshilflicher Erkrankungen wie intrauterine Wachstumsretardierung
(IUGR), Gestationsdiabetes oder Praeklampsie ansteigt, hat die Analyse mikroskopischer
Plazentapathologien bisher kaum Eingang in die klinische Forschung gefunden.
Entwicklungsbedingte Variationen des Zottenbaumes und ihre Beziehung zu makroskopischen
GrolRen wie der Plazentadicke wurden bisher nicht ausreichend beleuchtet. Ein funktionales
Verstandnis der dreidimensionalen Plazentastruktur — weg von der klassischen Einteilung nach
Zottendurchmessern — stellt daher momentan eine der Herausforderungen im Feld der

plazentaren Grundlagenforschung dar.



Erstmals erfolgte im Rahmen dieser Arbeit eine genaue Differenzierung der physiologischen
plazentaren Mikroarchitektur in 2D-Mikroskopie unter Anwendung stereologischer
Messmethoden und einer neuen immunhistochemischen  Anfarbung zentraler
Zottenbestandteile durch y-sm-Aktin. Dieses Strukturprotein ist in den kontraktilen Einheiten
des Zottenbaumes, in den Myofibroblasten der perivaskuldaren Manschette, lokalisiert. Damit
konnten Untersucher-unabhangig Verzweigungspunkte der Plazentazotten identifiziert und
innerhalb des Zottenbaumes lokalisiert werden; zudem wurden Diffusionsdistanzen als Marker

im feto-maternalen Stoffaustausch bestimmt.

Zentrales Bestreben dieser Arbeit war es diese neu entwickelten Methoden zu validieren.
DarUber hinaus wurden makroskopische und mikroskopische Korrelationen untersucht, um eine
solide Datengrundlage aus den untersuchten physiologischen Plazenten fiir anschlieende

Studien mit pathologischen Prdparaten zu schaffen.

Hervorzuheben st als wesentlicher Befund dieser Studie die enge Verbindung der
Verzweigungsintensitdat y-sm-Aktin-positiver und y-sm-Aktin-negativer Zottenanteile. Traten
unter den y-sm-Aktin-positiven Zotten weniger Verzweigungen auf, zeigten sich auch die
anschliessenden y-sm-Aktin-negativen Zotten geringer verzweigt.

Die Diffusionsdistanzen in y-sm-Aktin-positivem Gewebe hingegen fielen deutlich langer aus als
in y-sm-Aktin-negativen Zotten. Dies untermauert die These, dass diese Zotten funktional
unterschiedliche Subtypen sind und deutet darauf hin, dass die Verzweigungsmuster durch die

ganze Plazenta hindurch in einer physiologischen Schwangerschaft konstant bleiben.

Hohe Plazentagewichte und eine Erhdéhung der Plazentadicke traten dann auf, wenn die
Verzweigungsintensitdt in y-sm-Aktin-positiven Zotten gering war. Dies ldsst insbesondere im
Hinblick auf intrauterine Wachstumsretardierungen vermuten, dass Schwankungen in der
Verzweigungsstruktur nicht nur fir das Plazentagewicht relevant, sondern auch Folge der
Intensitat der fetoplazentaren Plazentaperfusion sind.

Die transtrophoblastédren (feto-maternalen) Diffusionsdistanzen waren in y-sm-Aktin-positiven
Zottenbestandteilen langer als in y-sm-Aktin-negativen Zottenbestandteilen, allerdings konnte

kein Zusammenhang mit dem Plazentagewicht beobachtet werden. Erwartungsgemal
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konzentriert sich der Stoffaustausch tUber kiirzere Diffusionsdistanzen also auf die Peripherie des

Zottenbaums.

Der fetoplazentare Quotient beleuchtet das Verhaltnis von Plazentagewicht zu Geburtsgewicht
und dient als MaR fir die Effizienz der Plazenta. In der vorliegenden Arbeit konnte ermittelt
werden, dass geringere Verzweigung und verklrzte Diffusionsdistanzen in den y-sm-Aktin-
positiven Zotten gegenlaufige Korrelation mit dem fetoplazentaren Quotienten aufweisen: Ein
niedrigerer Verzweigungsindex sowie eine groRere Diffusionsdistanz in y-sm-Aktin-positiven
Zotten korreliert mit einem erhdhten Quotienten. Eine starkere Verzweigung des Zottenbaumes
und kurzere Diffusionsdistanzen fiihren folglich zu einer héheren Effizienz des plazentaren
Austauschsystems. Da die y-sm-Aktin-negativen Zottenbestandteile hier allerdings keine
signifikante Korrelation aufweisen, sollten weitere Untersuchungen angeschlossen, werden,
welche diese Frage klaren konnten. Womaoglich kénnten diese auch grundlegende Rickschlisse
auf den Zusammenhang dieser strukturellen Veranderungen mit perinatalen Pathologien

zulassen.
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1  Einleitung - Die humane Plazenta

Wahrend der Schwangerschaft dient die Plazenta als tempordres Organ und regulatorische
Einheit zwischen mitterlichem und fetalem Kreislauf, um den stetigen Gasaustausch zu
gewadhrleisten, den heranwachsenden kindlichen Organismus mit allen notwendigen
Nahrstoffen zu versorgen sowie toxische Stoffwechselprodukte zu eliminieren. Neben der
Aufrechterhaltung einer stabilen Stoffwechselsituation erflllt sie daneben mit der Produktion
von Hormonen auch die Funktion eines endokrinen Organs [1, 2].

Ohne eine funktionsfahige Plazenta sind eine regelrechte Schwangerschaft sowie eine
physiologische Entwicklung des Fetus nicht mdglich. Wahrend der Schwangerschaft wachst und
differenziert sich die Plazenta kontinuierlich, so dass in jedem Entwicklungsstadium die
Bedirfnisse des ungeborenen Kindes gestillt werden [3].

Zum besseren Verstandnis der Ergebnisse dieser Arbeit wird im Folgenden zundchst auf die
relevanten Abschnitte der Entwicklung, die Anatomie und die physiologische Funktion der

Plazenta eingegangen.

1.1 Implantation, Entwicklung und Funktion

Die Verschmelzung der weiblichen und mannlichen Gameten markiert den Beginn der
Schwangerschaft, welche im Durchschnitt 267 Tage (38 Wochen) andauert. Gerechnet ab dem
ersten Tag der letzten Menstruation betragt die Dauer hingegen durchschnittlich 281 Tage (40
Wochen) [4]. Die durch das Spermium befruchtete Eizelle wird als Zygote bezeichnet und
durchlauft in den ersten Tagen nach der Befruchtung bereits mehrere Stadien der Zellteilung,
bis sie etwa 3 Tage p.c. (post conceptionem) das 16-Zellen-Stadium der Morula erreicht (Abb.
1). Aus der inneren Zellmasse der Morula, dem spateren Embryoblasten, entstehen im weiteren
Verlauf der Schwangerschaft der Embryo, die Nabelschnur und das Amnion, wahrend aus den
duBeren Zellen der Trophoblast hervorgeht. Dieser wird in der gesamten Schwangerschaft die

epitheliale Grenze zum maternalen Blut und Gewebe bilden [5].
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Abbildung 1: Morula mit umgebender Zona pellucida.

sD.i(;S7e, verschwindet am Ende des. 4 Tages. Modifiziert nach [6],
Am 5. bis 6. Tag p.c. transportieren die Trophoblasten Fllssigkeit in den Interzellularraum der
inneren Zellmasse, es formt sich die Blastozystenhohle. Die Zygote wird fortan Blastozyste
genannt und beginnt Uber ihrem embryonalen Pol durch das Epithel in die mutterliche
Uterusschleimhaut einzudringen (Abb. 2). Dieser als Adhadsion und Nidation bezeichnete
Vorgang kennzeichnet die Entwicklung der Plazenta, welche gepragt ist von der Invasion des
maternalen arteriellen Gefallsystems. [6] Das fetale Trophoblastengewebe durchstdft das
uterine Epithel invasiv, wachst in das maternale Endometrium ein und stellt so den direkten

Kontakt zum muttlerlichen Blutkreislauf her [2].

Abbildung 2: Blastozyste im Stadium der Anheftung.

Blastozystenhdhle (1), Trophoblast, &duRere Zellschicht (2), Throphoblastzellen (3),
Endometrium (4), endometriale Epithelzelle (5), Embryoblast (6). Modifiziert nach [6], S.58 u.
[7],S.5.

Die dulBeren Zellschichten des Trophoblasten bilden nach der Adhasion an das Uterusepithel ein
Synzytium aus (eine vielkernige, sich rasch vergroBernde Zellschicht mit sich auflésenden
Zellgrenzen), welches durch Modulation, Invasion und Arrosion Anschluss an die endometrialen
Drisen und Spiralarterien findet und als Synzytiotrophoblast die tragende Rolle im materno-

fetalen Stoffaustausch einnehmen wird. Die innen gelegene Zellmasse des Trophoblasten
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hingegen behdlt ihre einzelzellige Natur als Zytotrophoblast und liefert als schnellteilendes
Gewebe zelluldren Nachschub fir die Proliferation und Regeneration weiteren Synzytiums [5, 8].
Die als Dezidualzellen bezeichneten Stromazellen des maternalen Endometriums modifizieren
durch den Kontakt mit der Blastozyste sowie als Reaktion auf das vom Corpus luteum im Ovar
sezernierte Progesteron ihre Funktion. Eine AbstoRBung der Uterusschleimhaut durch
Menstruation wird nach der Nidation der Blastozyste durch Sekretion groRer Mengen des
Peptidhormons hCG (humanes Choriongonadotropin) aus dem Trophoblasten verhindert. Das
Hormon hCG ist ein LH-Rezeptor-Agonist mit weitgehenden Sequenzhomologien zum LH
(Luteinisierendes Hormon) und wirkt auf die LH-Rezeptoren der Luteinzellen des Corpus luteum
cyclicum. In Folge dessen persistiert das Corpus luteum cyclicum im Ovar und proliferiert zum
Corpus luteum graviditatis, welches mit der Produktion von Ostrogen und Progesteron weiterhin
die Schwangerschaft aufrechterhalt, bis in der 8.-10. SSW die Plazenta jene endokrine Funktion
Ubernimmt [6, 9]. Die B-Untereinheit des hCG wird im Rahmen der Schwangerschaftstestung
verwendet und kann bereits etwa eine Woche nach Schwangerschaftsbeginn im mutterlichen
Blut nachgewiesen werden [10].

Aus den Zellen des Embryoblasten und Throphoblasten entstehen wahrend der zweiten SSW die
Amnionhohle und der Dottersack, aus dem sich in den darauffolgenden Tagen die Chorionhdhle
formiert [6]. In der Regel ist um den 10. Tag p.c. die Implantation abgeschlossen [11].

Durch den Kontakt des Zytotrophoblasten mit der Uterusschleimhaut der Schwangeren bildet
sich zwischen dem 15. und 18. Tag p.c. die Dezidualplatte (Basalplatte) aus, welche als
mehrschichtige Zellstruktur den Keim zunachst allseitig umgibt. Ausgehend vom Embryoblast
bildet sich pluripotentes Bindegewebe (extraembryonales Mesoderm, ein Mesenchym), welches
sich verdichtet und sich zur Chorionplatte wandelt, die spater den intervillésen Raum in der

Plazenta fetalseitig abgrenzt, siehe dazu auch Abb. 3 [5, 6].
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Abbildung 3: A: Schematische Darstellung eines Embryos in der 5. Schwangerschaftswoche.

Corpus uteri (1), Chorionhohle (2), Embryo (3), Cavum uteri (4), Amnion (5), Amnionhohle (6); B: AusschnittsvergroRerung aus
Abb. A, Chorda umbilicalis (7), Stammzotte (8), Chorionmesoderm (9), intervilléser Raum (10), Aa. Spirales (11), Decidua basalis
(12), Kapillaren (13), duRere Zytotrophoblastenschicht (14), Synzytiotrophoblast (15), Zytotrophoblast (16), Chorionplatte (17),
modifiziert nach [7], S.8.

Zottenartige Aussprossungen hingegen treten bereits am 8.-9. Tag p.c. erstmals in Erscheinung.
In diese wandern am 12. und 13. Tag p.c. Zytotrophoblastzellen ein und das Chorium-Synzytium
differenziert sich allmahlich zu einer Deckschicht auf den Primarzotten.

Ab dem 18. Tag dringen mesenchymale Zellen aus dem extra-embryonalen Mesoderm invasiv in
die Primarzotten ein, es entsteht ein mesenchymaler Kern aus Bindegewebe, das Zottenstroma,
dessen Vorkommen die Sekundarzotten charakterisiert. Ab dem 20. Tag p.c. beginnt die
Vaskularisation der Zotten, es bilden sich hdmangiopoetische Foci und Kapillaren sprielRen ein.
Die Zotten werden nun als Tertidrzotten bezeichnet [12, 13].

Die entstandenen Lakunen zwischen den Zotten bilden sowohl einen arteriellen Speicher als
auch ein venoses Abflusssystem und verschmelzen in den darauffolgenden Tagen zum
zusammenhangenden intervilldsen Raum. Zudem verzweigen sich die Zotten bereits beginnend
mit der 3. SSW, am Ende der 4. SSW befindet sich die Plazenta bereits vollstandig im
Tertidrzottenstadium. Es entstehen durch die Differenzierung der mesenchymalen Zotten
Zottenbdume (siehe dazu auch Kapitel 1.3), welche von der Chorionplatte ausgehend in den
intervilldsen Raum hineinragen und so den mutterlichen mit dem kindlichen Kreislauf erstmals
koppeln sowie spater den materno-fetalen Stoffaustausch gewahrleisten. Teils reichen die
Zottenbdume auch bis an das maternale Endometrium (Decidua basalis) heran und verankern

so als Haftzotten Plazenta und Embryo [13, 14].
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Die Amnionhohle vergroRert sich ab der 10. SSW stark. Gleichzeitig dehnen sich die Zotten am
embryonalen Pol (Chorion frondrosum) aus und entwickeln sich weiter zur reifen Plazenta. Die
Zotten an der dem Embryo abgewandten Seite hingegen gehen zugrunde und bilden sich zum
Chorion laeve zurlck, welches spater durch eine glatte Oberflachenstruktur imponiert und am
Ende des dritten Monats der Schwangerschaft mit der der Decidua parietalis (das dem
embryonalen Pol abgewandte Endometrium) des Uterus verwachst, so dass das Uteruslumen
oblitiert [6].

Im Bereich der Basalplatte bleibt weiterhin maternales Gewebe der Uterusschleimhaut erhalten,
welches die Plazenta durch Septen unterteilt und damit die plazentare Funktionseinheit der
Kotyledonen definiert [5].

Mit Beginn der 14. SSW erreicht die Entwicklung der Plazenta ihre endglltige Grundstruktur,
welche bis zur Geburt des Kindes verbleibt. Lediglich zum Ende der Schwangerschaft hin
entstehen zudem Fibrinoidansammlungen unterhalb der Chorionplatte, aber auch im Bereich
der Basalplatte. Diese Ablagerungen bestehen aus Fibrin-Typ Fibrinoid (einem
Gerinnungsprodukt) und Matrix-Typ Fibrinoid (extrazelluldre Matrix, sezerniert von darin
eingebetteten extravilldsen und untergegangenen Trophoblastzellen).

Die Funktionen der Plazenta passen sich mit Voranschreiten der Schwangerschaft an die
Bedirfnisse des Fetus an. Wahrend die Plazenta bis zur 10. SSW vorranig als schitzende Barriere
dient, der Fetus aber ganzlich histiotroph ernahrt wird, beginnt ab der 11. SSW — da nun der
intervillose Raum mit Blut aus den uterinen Spiralarterien geflllt ist und so ein erster primitiver
uteroplazentarer Kreislauft besteht - die hdmatotrophe Erndhrung mit Sauerstoff und
Nahrstoffen.

Uber die Plazentaschranke (dhnlich der Blut-Hirn-Schranke im Gehirn), die zwischen arteriellem
Blut der Mutter im intervilldsen Raum und andererseits fetalem Blut in den Kapillaren der Zotten
Uberwunden werden muss und so wahrend der gesamten Schwangerschaft eine direkte
Verbindung zwischen mutterlichem und kindlichem Blutkreislauf unterbindet, wird der Fetus
dabei vor moglichen exogenen Noxen abgeschirmt [15].

Wahrend die Atemgase durch physikalische Diffusion die Plazenta passieren, kdnnen Nahrstoffe
nur Uber transepitheliale Passage in den kindlichen Kreislauf gelangen [16]. Der Austausch
erfolgt dabei im Bereich der Plazentazotten, wobei sich aus der an die Kapillaren angrenzende
Zottenoberflache die flr den Gasaustausch zur Verfigung stehende Austauschflache errechnen

lasst [17].
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Substanzen, welche die Plazentaschranke passieren sollen, missen dabei im Konkreten die
folgenden Strukturen Uberwinden: die Synzytiotrophoblastenschicht, lokal vereinzelte
Zytotrophoblasten, die Basallamina der Trophoblasten, das faserarme Bindegewebe der Zotten,
die Basallamina der Kapillarendothelien und die Endothelzellen der Zottenkapillaren [10]. Nach
dem 4. Monat besteht die Plazentaschranke schlieflich  nur noch aus dem
Synzytiotrophoblasten, der vereinigten Basalmembran und dem Endothel der plazentaren
Gefalle, wodurch die Diffusionsstrecke abnimmt und der Stoffaustausch begiinstigt wird [15,
18].

Im Anschluss an die Geburt 16st sich die Plazenta im Bereich der Basalplatte komplett von der

Uteruswand und gleitet anschliellend aus dem Cavum uteri [4]

1.2 Aufbau der reifen Plazenta

Um die 14. SSW hat die Plazenta ihre endgultige dulRere Form erreicht (Abb. 4) [16, 19].

Die ausgereifte menschliche Plazenta wiegt zum Geburtstermin zwischen 400 — 700g bei einem
Durchmesser von 20 — 25 cm und einer zentralen Dicke von 2 —4 cm [4, 20].

Abhangig von genetischer Pradisposition, Geburtsmodus (Vaginale Geburt/ Sectio caesarea) und
peripartalen Umstanden findet sich eine groRe Variation morphometrischer Parameter [4, 21,
22].

Grundsatzlich ist eine anatomische Unterteilung der Plazenta in drei Hauptschichten moglich:
die dem Fetus zugewandte Chorionplatte, die zentrale Zottenschicht mit dem intervillsen
Raum, und die Basalplatte, Decidua basalis, welche durch Infiltration des maternalen

Endometriums mit Trophoblasten entstanden ist und so die maternale Seite der Plazenta bildet

[3].
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Abbildung 4: Anatomie der reifen Plazenta im Sagittalschnitt.
Chorionplatte (1), Chorda umbilicalis (2) mit Aa. umbilicales (3) und V. umbilicalis (4), Intervilléser Raum gefllt mit maternalem
Blut (5), Dezidualsepten (6), Zottenbdume (7), maternale Gefalie (8), Decidua basalis (9); Modifiziert nach [7], S.9.

Die fetale Seite der Plazenta, die Chorionplatte, ist vom Amnion bedeckt, das vereinigt mit
Chorion laeve und Decidua parietalis die Fruchtblase bildet, in der der Fetus heranwachst [3].

Der intervilldse Raum wird durch bindegewebige Septen in insgesamt etwa 10-40 Kotyledone
unterteilt, welche eine Funktionseinheit bilden und jeweils aus ein bis vier Stammzotten und
ihren Verzweigungen bestehen. Ingesamt finden sich so in einer reifen Plazenta 60-70
Zottenbdume, die sich ausgehend von den ChoriongefalSen auf der Chorionplatte in die Tiefe
verzweigen. Dabei entspricht ein fetales Kotyledon jeweils dem Versorgungsgebiet einer,
gelegentlich auch mehrerer Arteriae spirales, [18, 21]. Entsprechend dieser funktionalen
Struktur flieRt Uber die Gefalle der Zottenbdume oxygeniertes und nahrstoffreiches Blut Gber
die Nabelschnurvene (V. umbilicalis) zum Fetus und das sauerstoffarme fetale Blut Uber zwei

Nabelschnurarterien (Aa. umbilicales) zurlck zur Plazenta [7].
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1.3 Zottentypen, Zottenarchitektur und Branching in der humanen Plazenta

Die Klassifizierung der in der humanen Plazenta isolierten Zottentypen erfolgte bisher zumeist
anhand der histologisch nachweisbaren Bindegewebsstrukturen, aber auch aufgrund der
Funktion [23-25]. Unterschieden werden kann nach bisherigem Forschungsstand zwischen
mesenchymalen Zotten, unreifen und reifen Intermediarzotten, Stammzotten sowie terminalen
Zotten [1, 13, 24, 26]. Obwohl die verschiedenen Zottenarten sich sowohl strukturell als auch
funktionell differenzieren, ist allen die gleiche anatomische Grundstruktur gemein, die sie

wahrend ihrer Differenzierung und Reifung durchlaufen (Abb.5) [27].

Abbildung 5: Schematisierter Zottenbaum in der physiologisch entwickelten, reifen Plazenta.

Durch das Vordringen von Mesenchym in zuvor entstandene Zottensprossungen entstehen mesenchymale Zotten (1), aus
welchen sich wiederum alle anderen Zottentypen differenzieren. So entstehen groRkalibrige, bindegewebsreiche unreife
intermedidre Zotten (2), Stammzotten (3) mit faserreichem Stroma und voll ausgebildeten fetalen GefaRen, schlanke reife
intermedidre Zotten (4) mit engen Kapillaren und sinusoidal vaskularisierte Terminalzotten (5) als letzte periphere Verzweigung
des Zottenbaumes. Modifiziert nach [28].

Von der Chorionplatte ausgehend verzweigen sich die Zotten in ihrem Verlauf in einer
baumartigen Struktur, wobei einige der Zottenbdume die Basalplatte erreichen und so als

Haftzotten die Fixierung und Stabilisierung des gesamten Zottensystemes sichern [2, 21].
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Mesenchymale Zotten sind die Vorldaufer aller anderen Zottentypen und besitzen ein dulSeres
Trophoblastensynzytium sowie eine darunter gelegene Schicht Zytotrophoblasten. Im Inneren
wandert extraembryonales Mesoderm (Mesenchymzellen) ein, so dass anschliefend von dieser
Bindegewebskomponente aus die Vaskularisierung und Weiterentwicklung der Zotten gelingt
[29]. Das der Zottenramifikation bis zur 20.-25. Schwangerschaftswoche Gberwiegend zu Grunde
liegende Wachstumsmuster wird als non-branching Angiogenese bezeichnet und lauft unter
dem Einfluss des Placental Growth Factors (PGF) ab - einem Protein aus der Familie der Vascular
Endothelial Growth Factor (VEGF)-Signalmolekile. Ausgehend von einer mesenchymalen Zotte
ist eine direkte oder indirekte Differenzierung in andere Zottentypen maoglich, so dass diese eine
zentrale Rolle in der Ausbildung der plazentaren Villi (Zotten) spielen [30, 31].

Etwa ab der vierten bis finften SSW ist eine Reorganisation des Bindegewebes mit Ausbildung
kollagenhaltiger Fasern und kanalartiger Hohlrdume zu beobachten, wodurch es zu einer
erheblichen Kaliberzunahme der Zotten kommt. Der auf diese Weise entstandene Zottentyp
wird als unreife Intermediarzotte bezeichnet, enthalt zahlreiche Makrophagen (sog. Hofbauer-
Zellen) in weitlumigen langlichen Bindegewebsspalten (Stromakanalen) und ermoglicht die
Etablierung eines dichten Kapillarnetzes direkt unterhalb der Zottenoberflache. Diese
oberflachlichen Kapillaren stehen mit den zentral lokalisierten Arterien und Venen der unreifen
Intermediarzotten in Verbindung [32].

Wahrend der ersten beiden Trimester bilden sich auf der Oberflache von mesenchymalen Zotten
und unreifen Intermedidrzotten Orte extensiven Zellwachstums, sogenannte ,Hot Spots”, so
dass hier durch Ausstllpungen der Trophoblastzellschichten weitere mesenchymale Villi
entstehen, die das Wachstum der plazentaren Strukturen vorantreiben. Durch die Sprossung
mesenchymaler Zotten auf den unreifen Intermedidrzotten kann eine weitere Verzweigung
dieser auftreten, es ist ist aber auch eine Differenzierung der Intermedidrzotte zur Stammzotte
moglich (siehe dazu Abbildung 6, A). Dies wiederum geschieht durch eine Umschichtung des
stromalen Bindegwebes und die Ausbildung einer perivaskularen kontraktilen Manschette
(PKM) in direkter Umgebung der BlutgefdRe. Myofibroblasten bilden hier ein kontraktiles System
aus, welches in dieser Erscheinung so ausschliefSlich in der Plazenta vorkommt [2, 33, 34]. Fir
eine Ubersicht zur Zottenreifung siehe [13].

Es wird angenommen, dass durch eine longitudinale Kontraktion der perivaskuldaren Manschette

in den Stammzotten der Widerstand in den Kapillaren moduliert wird und so eine Vasoregulation



22 Einleitung - Die humane Plazenta

erfolgt, mit der — unabhangig von den maternalen GefaRen — die PorengrofRe des intervilldsen
Raumes und darUber der maternale Blutflus, aber auch der Blutfluld in den Intermediarzotten
selbst reguliert werden kann. Je peripherer die perivaskuldare Manschette im Zottenbaum
auftritt, desto dinner erscheint sie. Myofibroblasten aullerhalb der Gefialwand und
perivaskuldare Manschetten sind selbst in den weit peripheren Anteilen des Zottenbaumes

gelegentlich zu finden [2].

Bis zur 20. SSW dominieren mesenchymale Zotten, unreife Intermediarzotten und Stammzotten
das Erscheinungsbild der Plazenta, bis sich anschlieRend ab Beginn des dritten Trimesters unter
dem Einfluss der VEGF-Signalmolekile das Wachstumsmuster verschiebt. Auf die friihe Phase
der langsamen Gewebeproliferation folgt in der Mitte der Schwangerschaft ein Gipfel der
kapillaren Entwicklung sowie des Langenwachstums. Zu diesem Zeitpunkt vollzieht sich der
Wechsel von einer non-branching-Angiogenese hin zur branching-Angiogenese. Dieser Prozess,
dem ein Remodeling der endothelialen Zellen zugrunde liegt, scheint mit Veranderungen des
uteroplazentaren Sauerstoffdrucks und lokaler Wachstumsfaktoren assoziiert zu sein [30, 35].
Fortan differenzieren sich die mesenchymalen Zotten Uberwiegend zu reifen Intermediarzotten,
welche langlicher und kleinkalibriger erscheinen als die unreifen Intermedidrzotten und zudem
reichlich mit sinusoidalen Kapillaren bestiickt sind. Im Gegensatz zu den unreifen
Intermedidrzotten entstehen an den reifen Intermediarzotten keine weiteren Verzweigungen
durch das Aussprossen von mesenchymalen Zotten, vielmehr kommt es durch kapillare
Ausstllpungen zur Ausbildung der stromaarmen Terminalzotten. Gleichzeitig findet aber
weiterhin ein Prozess der Umwandlung bestehender unreifer, aber bereits gealterter
Intermedidrzotten zu Stammzotten statt. [13, 32].

So ist zwar die Anlage juveniler Zottenbdume in diesem Entwicklungsstadium jenseits der 20.
SSW deutlich eingeschrankt, durch die massive exponentielle Zunahme von terminalen Zotten
auf den reifen Intermediadrzotten entsteht jedoch eine stetig wachsende Zottenoberflache, die
mit den darunter liegenden Kapillaren den materno-fetalen Stoffaustausch beglinstigt. Das
Fortschreiten der Schwangerschaft fihrt durch das abnehmende Langenwachstum zu einer
Verlangsamung der Expansion des Gesamtvolumens der Plazenta und wird begleitet von einer
Reifung der Villi, gekennzeichnet durch eine Zunahme der Kapillarisation, die Abnahme der
Zotten- und Kapillardurchmesser, sowie Verschmalerung der villdsen Membran. Sowohl! die

Plazentaentwicklung als auch das Wachstum der Plazenta hangen demzufolge maligeblich von
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der Reifung der terminalen Zotten und Veranderungen der Diffusionsdistanz Uber die villose
Membran ab [36].
Eine Ubersicht Giber die Wachstums- und Differenzierungmuster der ersten beiden Trimester der

Schwangerschaft gegenilber dem dritten Trimester findet sich dazu in Abbildung 6.
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Abbildung 6: Schematische Darstellung der Zottendifferenzierung der humanen Plazenta in der frihen und spaten
Schwangerschaft.

Entwicklung der plazentaren Villi wahrend des 1. & 2. Trimesters (A) sowie wahrend des 3. Trimesters (B). Mesenchymale
Zotten (M) differenzieren sich bis zur 20. SSW zu unreifen Intermediarzotten (Ul), welche sich wiederum zur Stammzotte
(S) weiterdifferenzieren kdnnen oder aber erneut mesenchymale Zotten (M) ausbilden kénnen, die in der Folge weitere
unreife Intermedidrzotten hervorbringen. Ab der 21. SSW ist weiterhin eine Umwandlung der unreifen Intermediarzotten
zur Stammzotte moglich, dartber hinaus aber auch eine Differenzierung hin zur reifen Intermediarzotte (RI), aus der
schlieRlich Terminalzotten entstehen. Modifiziert nach [1].

Wahrend Uber die unreifen Intermediarzotten insbesondere das Langenwachstum und die
Verzweigung der Zotten stattfindet, besitzen die peripheren Zottenanteile und insbesondere die
Terminalzotten im Vergleich zu den anderen Zottentypen eine maximale Kapillarisierung mit
Sinusoiden bei gleichzeitig minimaler materno-fetaler Diffusionsstrecke, welche 1-5 um betragt.

Sie stellen somit den funktionell wichtigsten Teil der Plazenta dar, da hier der grofite Teil des
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feto-maternalen Stoffaustausches erfolgt. Es ist davon auszugehen, dass die Terminalzotten
etwa 50% der Oberflache des Zottenbaumes einnehmen. Im reifen Zottenbaum sind weiterhin
vereinzelt mesenchymale und unreife Intermediarzotten vorhanden, groRtenteils besteht dieser
aber aus Stammzotten, reifen Intermediarzotten und Terminalzotten [23, 32].

Da auch die Intermedidrzotten ausgesprochen gut kapillarisiert sind, wird angenommen, dass
auch dieser Zottentyp — der in etwa weitere 25% des Zottenvolumens in der reifen Plazenta
einnimmt - nicht unwesentlich am Stoffaustausch beteiligt ist [2].

Die Rate des Stoffaustausches Uber Diffusion stellt sich proportional zunehmend zu der
Oberflache der villdsenen Membranen dar, dabei ist sie umgekehrt proportional zu ihrer Dicke.
So kann anhand dieser Parameter - den Fickschen Gesetzen zur Diffusion folgend -

morphometrisch eine Diffusionskapazitat flr die Plazenta kalkuliert werden [37].

1.4 Histologische Klassifizierung von Verzweigungsmustern im plazentaren
Zottenbaum

Valide Aussagen Uber die dreidimensionale Struktur des Zottenbaumes waren in der
Vergangenheit nur eingeschrankt moglich, da sich die unternommenen Analysen der
Zottenverzweigung grofStenteils auf die Arbeit an zweidimensionalen histologischen Schnitten
beschrankten [28].

Die Entwicklung eines Untersucher-unabhdngigen Modells zur Zottentypisierung durch die
zweidimensionale Lichtmikroskopie oder Elektronenmikroskopie wird wesentlich durch die
Probleme der zweidimensionalen Schnittanalyse erschwert. Die flir die Analyse der
Verzweigungsmuster entscheidenden Knotenpunkte kénnen in der Ublichen 2D-Untersuchung
histologischer Schnitte nicht berlcksichtigt werden, so dass Aussagen Uber die dreidimensional
topologische Lokalisation der Villi im Verzweigungsgedst des Zottenbaumes nur eingeschrankt
getroffen werden kdnnen [38]. Fiir Verzweigungspunkte im Zottenbaum hat die Histologie an
dinnen Schnitten bis heute keine Nomenklatur entwickelt. Dennoch stellt die Methode der 2D-
Analyse als Goldstandard ein wertvolles Tool zur morphologisch-funktionalen Untersuchung zur
Typisierung von Zotten in der humanen Plazenta dar, welches mit Umsicht genutzt werden sollte

[39].
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Weiterhin existieren mittlerweile neue morphologische Daten zur Plazentastruktur, welche
durch 3D-Mikroskopie erhoben wurden. Diese Methodik ermoglicht die Analyse von
Verzweigungspunkten und macht die genaue Lage einzelner Zotten im Zottenbaum bestimmbar

38, 39].

Bereits seit den 1980er Jahren hat sich die schon unter Kapitel 1.3 erlauterte Einteilung in
Stamm-, Intermedidr- und Terminalzotten durchgesetzt. Durch eine rein morphologische
Differenzierung sind die Zottentypen allerdings nicht immer eindeutig zu unterscheiden, so dass
beispielweise immunhistochemische Marker zur Markierung spezifischer Zottenbestandteile mit
Antigenen genutzt werden. Im Zuge dessen kann auch die Abhangigkeit der Ergebnisse vom
Untersucher dezimiert werden [23, 24, 39, 40].

Hier sei im Zusammenhang mit den im Rahmen dieser Arbeit angewandten Methoden
insbesondere das y-sm-Aktin (y-smooth-muscle-Aktin) erwahnt, ein Protein des Zytoskeletts
plazentarer Myofibroblasten im perivaskuldaren Stroma, welches eine Diskrimination zwischen
peripheren und zentralen Zotten (letztere definiert durch die Gegenwart von Myofibroblasten)
moglich macht, da es ausschlieflich in zentraler gelegenen Bereichen des Zottenbaumes
exprimiert wird [39-42].

Da die Myofibroblasten Zellen der kontraktilen perivaskularen Manschette sind, kann dieses
immunhistochemische Verfahren auch als ein Nachweis der Ausdehnung dieser Struktur im
Zottenbaum angesehen werden.

Um die Ausdehnung der villésen Verzweigungen mittels 2D-Mikroskopie messen zu kdonnen
wurde an der Anatomischen Anstalt Mlnchen in den vergangenen Jahren eine Strategie
entwickelt, der die Tatsache zugrunde liegt, dass die Zottenoberflache im Anschnitt nur dann
konkav erscheint, wenn der Schnitt durch einen Verzweigungspunkt fihrt — nicht aber im Falle
eines Anschnittes durch eine gerade oder konvexe Zottenstruktur (Abb. 7)[43, 44].

Bei dieser Vorgehensweise wird in der Sterologie dinner Schnitte letztlich der Anteil konkaver
Oberflachen an Zottenanschnitten bestimmt und als Mals fiir die Haufigkeit von Verzweigungen

im Zottenbaum interpretiert.
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Abbildung 7: Schema eines Zottenbaums im Querschnitt.
Beispielhafte Darstellung eines konvexen Zottenanschnittes durch einen Zottenast (1) sowie eines
konkaven Zottenanschnittes an einem Verzweigungspunkt (2).

1.5 Prenatal programming und IUGR

Ein Zusammenhang zwischen - klinisch teils inapparenten - Pathologien der Schwangerschaft
und der Plazenta, sowie die dadurch bedingte Manifestation von Erkrankungen im Kindes- und
Erwachsenenalter, wurde erstmals in den 1980er Jahren beschrieben und ist aus den
Veroéffentlichungen des britischen Epidemiologen David Barker weithin als Hypothese des
Prenatal Programmings bekannt [45, 46].

Ausschlaggebend flr das Auftreten von spateren Erkrankungen ist in diesem Zusammenhang
eine Fehl- oder Unterversorgung des Fetus mit notwendigen Nahrstoffen wahrend der
Schwangerschaft, so dass dieser sich in seiner Entwicklung metabolisch anpasst. Eben diese
Modulationen kénnen nach dieser Sichtweise dann postnatal persistieren und im Kindes- und
Erwachsenenalter zur Manifestation von klinischen Krankheitsbildern fihren [47, 48].

Die bedeutendsten Erkrankungen, welche mit pranatalen Faktoren assoziiert sind, sind
metabolischer Art (Kardiovaskuldare Erkrankungen, Adipositas, arterielle Hypertonie, Diabetes
mellitus Typ Il) oder dem neuropsychiatrischen Formenkreis zuzuordenen (Autismus,
Schizophrenie, ADHS) [45, 49-52].

Solche langfristigen Effekte der intrauterinen Situation sind auch von klinisch fassbaren

Pathologien der Schwangerschaft zu erwarten, wie es z.B. die intrauterine
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Wachstumsretardierung des Fetus (IUGR, Intrauterine Growth Restriction) darstellt [53, 54].
Diese wird dann diagnositiziert, wenn der Fetus sein genetisch vorgegebenes
Wachstumspotential aufgrund einer Pathologie nicht erreichen kann. In der Regel sinkt das
GroRenwachstums der betroffenen Kinder nach anfanglich unauffalligem Verlauf unter der 10.
Perzentile ab. Oft liegen zusatzlich Auffilligkeiten wie ein Oligohydramnion oder eine
pathologische Dopplersonographie der uterinen oder umbilikalen Gefalie vor. [55]

Der genaue Mechanismus, welcher die Wachstumsstérungen bedingt, ist bisher nicht bekannt,
als Ursache kommen sowohl fetale, maternale als auch plazentare Faktoren in Frage.
Entscheidend flr die Kontrolle der bei der Entwicklung der Plazenta eine Schllsselrolle
Ubernehmenden fetoplazentaren Angiogenese und der  davon abhangigen
Zottendifferenzierung ist die plazentare Oxygenierung [30, 56, 57]. Die Plazenta als Organ ist
hochvaskularisiert und umfasst zum Ende der Schwangerschaft ein Kapillarnetzwerk von 550
Kilometern Lange und 15 m? Oberflache [58].

Fehlerhafte Entwicklungen in der Angiogenese konnen daher zu intrauterinen
Wachstumsretardierungen, geburtshilflichen Problemen oder dauerhaften gesundheitlichen
Schwierigkeiten flihren [54, 59, 60]. Da die angiogenetischen Wachstumsfaktoren auch fir die
Zottenverzweigung wesentlich sind, ist die Analyse der Verzweigung des Zottenbaums
moglicherweise ein wichtiges Werkzeug, derartige Stérungen in der Plazenta objektiv
nachzuweisen.

Wahrend bei eine praplazentar oder uteroplazentar bedingten Hypoxie (z.B. verursacht durch
das Leben in einer Héhe von Uber 3000m NN oder eine Anamie der Kindsmutter) in der Plazenta
ein zu geringer Sauerstoffpartialdruck (pO,) vorliegt, so die branching-Angiogenese Uberwiegt
und es zu einer pathologischen Hyperkapillarisierung und -verzweigung der peripheren
Zottenabschnitte kommt, liegt bei einer postplazentaren Hypoxie eine Unterentwicklung der fir

den Gasaustausch relevanten Zottenstruktur vor (Abb. 8) [61-63].
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A 4
SR

C

Hoher p02 Normaler p02 Niedriger pO2
Non-branching-Angiogenese Non-branching- und branching-Angiogenese Branching-Angiogenese
Postplazentare Hypoxie Normale Schwangerschaft Prdplazentare/ Uteroplazentare Hypoxie

Abbildung 8: Hypoxie und ihre Auswirkungen auf die Zottendifferenzierung.

Schematisch ist die Reifung von Zotten ab der 20. Woche unter dem Einfluss unterschiedlicher Sauerstoffpartialdricke (pO,)
dargestellt. Unter dem Einfluss eines Uberdurchschnittlichen hohen pO, zeigt sich eine pathologische Dominanz der non-
branching Angiogenese (blaue Pfeile) mit konsekutiver Unterentwicklung der Verzweigungsstruktur. Bei regularen pO2-Werten
halten sich branching- und non-branching-Angiogenese in Balance und die Entwicklung der Plazenta verlauft normal (rote Pfeile).
Im Falle eines erniedrigten pO, in der Schwangerschaft dominiert die branching-Angiogenese und es tritt eine pathologische
Uberentwicklung in der Ausbildung der plazentaren Verzweigungsstruktur auf (graue Pfeile), (modifiziert nach [49, 64]).

Die fetale Hypoxie kann in einen direkten Zusammenhang mit dem Prenatal Programming flr
Herz, Hirn, Niere und Metabolismus im Erwachsenenalter gesetzt werden. Durch die Hypoxie
kommt es zu Entwicklungsveranderung der Plazenta und des Fetus, darlber hinaus werden auch
epigenetische Mechanismen in Gang gesetzt [65]. Anhand der von Bihlmeyer et al. 2019
publizierten Daten konnte bereits gezeigt werden, dass das Gewichtsdefizit der Plazenten in
IUGR-Schwangerschaften mit dem Volumen y-sm-Aktin-positiver Zotten korreliert, nicht aber
mit dem Volumen des gesamten Zottenbaumes [66, 67].

Mechanismen des prenatal programming scheinen auch bei Kindern aus klinisch unauffalligen
Schwangerschaften eine Rolle in der Ausbildung langfristiger Gesundheitsrisiken darzustellen

[68]. In Anbetracht der Tatsachte, dass intrauterine Hypoxie als Konsequenz von
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Luftverschmutzung, Untererndhrung, Adipositas, Stress oder Drogenabusus auftreten kann,
wird zuklnftig moglicherweise die Inzidenz mancher Krankheiten auch als Resultat gestorten

prenatal programmings ansteigen [65].
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1.6 Ziel der Arbeit

Der zu erwartende Zusammenhang subklinischer Veranderungen der Plazenta-Struktur mit
perinatalen und postnatalen Entwicklungsstérungen benétigt eine solide morphometrische
Basis in Form einer Analyse der Strukturvariabilitat klinisch normaler Plazenten. So kénnen
anschlieBend bereits diskrete strukturelle Verdanderungen der Plazenta eingeordnet und der

Zusammenhang mit perinatal auftretenden Erkrankungen untersucht werden [50, 69, 70].

Kern der Zielsetzung der vorliegenden Arbeit ist es, die neu etablierte immunhistochemische
Unterscheidung von Zottentypen durch y-sm-Aktin-Positivitat in der Struktur des Zottenbaums
der normalen menschlichen Plazenta anzuwenden und damit flr die quantitative Mikroskopie
auf eine breite Datenbasis zu stellen. Durch den Nachweis von y-sm-Aktin wird die An- oder
Abwesenheit der perivaskuldren  kontraktilen  Manschette zum  objektivierbaren

Strukturmerkmal der Zottentypisierung.

Erstmalig kann zudem die Analyse der Verzweigung des Zottenbaumes mit dem neuen
Parameter der Konkavitat als Mald fur die Zottenverzweigung in Zottenanschnitten etabliert und
bewertet werden und damit die Datenbasis flir die Struktur des Zottenbaums der normalen

menschlichen Plazenta erweitern.

Korrelationen zwischen der Mikroarchitektur der Plazenta — hier vor allem der Struktur des
Zottenbaums — und den klassischen klinisch-makroskopischen Daten wie Plazentagewicht und

Plazentadurchmesser sollen ermittelt und diskutiert werden.

Die Daten dieser Dissertation sollen als Grundlage zur Vorbereitung weitergehender
nachfolgender Studien mit Plazenten aus pathologischen Schwangerschaften (mit
Wachstumsretardierung, Praeklampsie oder Diabetes mellitus) dienen. Zudem kénnen sie valide
Vergleichsdaten bereitstellen und kinftig richtungsweisend fir die Fallzahlabschatzung
ahnlicher Untersuchungen sein. Damit sollen sie Rlckschlisse auf die physiopathologische
Relevanz zulassen und zuverldssige Aussagen Uber die intra- und interplazentare Variabilitat

hervorbringen.
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2 Material und Methoden

2.1 Studiendesign

Es wurden 50 Plazenten aus klinisch unauffallig verlaufenen Schwangerschaften untersucht. Die
Entbindungen fanden zwischen dem 4.4.2011 und dem 12.9.2011 in der Klinik fir Gynadkologie
und Geburtshilfe des Klinikums Dritter Orden in Minchen statt.

Diese Studie wurde von der Ethik-Kommission der Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen
unter der Nummer 084-11 genehmigt.

Alle Plazenten und spéater erhobenen Daten wurden bereits in der Klinik in eine anonymisierte
Form Uberfihrt und so an die Anatomische Anstalt zur wissenschaftlichen Analyse in diesem
Projekt Gbergeben.

Zunachst erfolgte im Labor der Anatomischen Anstalt eine genaue Dokumentation der
makroskopischen Parameter (siehe Kapitel 2.3), danach wurden systematisch randomisiert
Punkte zur Gewebeentnahme markiert und fotografisch dokumentiert (Abbildung 13) worauf
die mehrstufige Fixierung, Paraffineinbettung und immunhistochemische Farbung der Proben
folgte, welcher sich wiederum die mikroskopische Auswertung anschloss (siehe Kapitel 2.6).
Um Untersucher-abhangige Einflisse zu minimieren wurden die Messungen am Mikroskop
verblindet durchgefiihrt, d.h. der Untersucherin waren zum Zeitpunkt der Messungen keine
weiteren Informationen zum Praparat bekannt.

Der mikroskopischen Untersuchung schloss sich dann die Auswertung der erhobenen Daten an,
deren Ergebnisse unter Kapitel 3 zusammengefasst sind. Dabei wurde aufgrund unvollstandiger
klinisch-morphometrischer Daten eine Plazenta von der statistischen Auswertung
ausgeschlossen, so dass schlielSlich die Daten von 49 Plazenten in den Ergebnissen berlcksichtigt

wurden.

2.2 Plazenta-Spenden

Durch eine Kooperation mit der Geburtshilfe im Klinikum Dritter Orden Minchen
(Kooperationspartner Dr. med. Franz Edler von Koch, Chefarzt der Klinik fir Gynakologie und
Geburtshilfe im Klinikum Dritter Orden, Miinchen) konnten Plazenta-Spenden von physiologisch
ohne pathologische Auffalligkeiten verlaufenen Einlings-Schwangerschaften taglich abgeholt
und verarbeitet werden.

Entscheidend flr die Auswahl der Plazenten waren ein klinisch unauffalliger Verlauf von

Schwangerschaft und Geburt, welcher vom geburtsbegleitenden Arzt bestatigt werden musste,
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sowie die Bedingung, dass kein klinischer Hinweis auf pathologische Entwicklungen der Plazenta
vorlag, welche eine histopathologische Untersuchung derselbigen notig gemacht hatte.
Vorraussetzung fiur die Spende der Plazenten war dariber hinaus das ausdrickliche
Einverstandnis der Gebdrenden. Lagen sprachliche Hindernisse oder psychische Probleme vor,
die die Fahigkeit, unabhangig Uber die Plazenta-Spende zu entscheiden, hatten einschranken
kdnnen, so wurden die Plazenten von der Studie ausgeschlossen.

Die verwendeten Plazenten wurden unmittelbar nach der Geburt einer Kiihlung bei 4 °C - 8 °C
zugefihrt, welche auch wahrend des Transportes der Plazenten vom Klinikum Dritter Orden zur
Anatomischen Anstalt mit Hilfe einer handelstblichen Kuhlbox aufrecht erhalten wurde.
Anhand des Geburtszeitpunktes und der Ankunftszeit der Plazenta in der Anatomischen Anstalt
konnte die Lagerungszeit bzw. zeitliche Verzogerung [DELAY] bis zur weiteren Verarbeitung der
Praparate standardisiert erfasst werden, um mdglicherweise dadurch entstandende Artefakte
und Gewebsveranderungen in Zusammenhang zu bringen. Da sich bei der Analyse der Daten
keinerlei Korrelation mit DELAY zeigte, wird im Weiteren dieser Arbeit nicht weiter darauf
eingegangen.

Weitere vom Klinikum zusammen mit den Plazenten mitgeteilte Informationen waren der
Entbindungsmodus [DELMOD] (vaginal/ sectio caesarea), das Geschlecht des Kindes [GENDER)],

das Gestationsalter in Wochen [GA] sowie das Geburtsgewicht des Kindes [GG].

2.3 Makroskopische Datenerhebung

Nach Ankunft der Plazenten in der Anatomischen Anstalt der LMU wurde zundchst die
Nabelschnur etwa 1 cm oberhalb der Chorionplatte abgetrennt und das Plazentagewicht in
Gramm [PG] ermittelt, wobei das Chorion laeve am Prdparat belassen wurde (Abb. 9).

Anhand des Geburtsgewichtes [GG] und des Planzentagewichtes [PG] konnte dann, wie sowohl
von Benirschke und Kaufmann [2] als auch von Kldppel et al. [71] bereits beschrieben, das
Verhaltnis von Plazentagewicht zu Geburtsgewicht des Kindes, die sogenannte fetoplazentare
Ratio [PG_GG_Ratio], berechnet werden. Dabei wird das Plazentagewicht durch das
Geburtsgewicht des Kindes geteilt ([PG] : [GG]).

Dieser Plazentaquotient kann als ein Mal’ fur die Effizienz der Plazenta angesehen werden,
korreliert im Sinne eines perinatalen Programmings mit dem Risiko der spateren Entwicklung
von Herz-Kreislauf-Erkrankungen [72]. Der Plazentaquotient ist damit ein Parameter

grundsatzlicher Bedeutung. Mit zunehmender Schwangerschaftsdauer nimmt er bei
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regelrechter Entwicklung von Fetus und Plazenta ab [73] und betrdgt dann in der 39.
Schwangerschaftswoche im Mittelwert 0,13 (g Placenta pro g Fetus [PG_GG_Ratio]).

Wahrend eine erhohte [PG_GG_Ratio] bei einer Wachstumsrestriktion des Feten (IUGR) und
gleichzeitigem Normalgewicht der Plazenta zu erwarten ist, gilt eine erniedrigte [PG_GG_Ratio]
als Hinweis flr eine Makrosomie des Feten bei regelrecht entwickelter Plazenta oder einen
Minderwuchs der Plazenta [71].

Die Plazentadicke in Zentimetern [DICKE] wurde sonographisch bestimmt (Convex Scanner
HS3000, Honda Electronics, Tokyo, Japan). Dazu wurden die Plazenta mit der chorialen Seite
nach oben zeigend in eine flachen Schale gelegt und der Ultraschallkopf vorsichtig und ohne
Anwendung von Druck neben der Nabelschnurinsertion positioniert.

Mit Hilfe eines handelsiblichen Lineals, das auf der chorialen Seite der Plazenta durch die
Nabelschnurinsertion aufgelegt wurde, konnten der langste Durchmesser der Plazenta in
Zentimetern [LDM] sowie der kirzeste Durchmesser der Plazenta in Zentimetern [KDM]
ermittelt werden.

Aus diesen beiden Werten widerrum wurde dann die Oberflache der Plazenta in cm? mit der

Formel OF =% xmxLDM x KDM errechnet [51].

Abbildung 9: Plazenta vor der weiteren Verarbeitung in der Anatomischen Anstalt, Nabelschnur bereits entfernt,
modifiziert nach [22].

2.4 Stereologie

Der Begriff Stereologie ist in seinem Ursprung bezeichnend fiir wissenschaftliche Methoden, bei
denen anhand von Untersuchungen zweidimensionaler Schnittpraparate Aussagen Uber die
dreidimensionale Struktur im Inneren eines Objektes oder Organs angestellt werden konnen,

z.B. auch Uber Volumenanteile von Untereinheiten einer Gesamtstruktur [74, 75]. Die
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Anwendung ist auch ausserhalb der Medizin, beispielsweise bei geologischen Fragestellungen
etabliert.

Basierend auf den theoretischen Kenntnissen der stochastischen Geometrie werden in der
Stereologie Strukturen morphometrisch erfasst. Sowohl unter physiologischen als auch unter
pathologischen Bedingungen konnen Gewebe quantitativ-strukturell charakterisiert und auf
Basis der randomisierten und damit reprasentativen Probenentnahme statistisch valide Daten
gewonnen werden [76].

Das Prinzip der Stereologie ist ein statistisches Verfahren, das bereits die Probenentnahme in
den statistischen Prozess einbezieht. Unter Zuhilfenahme der Stereologie kdénnen sowohl
Volumina als auch Oberflachen, zelllulare Kompartimente oder intrazelluldre Distanzen effizient
bestimmt werden. In der Plazenta im Speziellen kdnnen solche Daten mit Bezug auf
beispielsweise die fetale Angiogenese, die Trophoblastenentwicklung, das Zottenwachstum,
Diffusionsdistanzen und schlielich auch die Funktionalitdt des Organs zum Stoffaustausch
zwischen Mutter und Kind interpretiert werden [77].

Die Vorteile gegeniiber konventionellen Untersuchungsmethoden liegen in der hohen Effizienz,
Transparenz, Flexibilitdt sowie der einfachen Anwendung. Durch die systematisch randomisierte
Probenauswahl (Systematic Random Sampling, siehe dazu Kapitel 2.5.1) und standardisierte
stereologische Zdhlmethoden kdnnen Experimente mit reduzierter Gefahr von Bias
durchgefihrt werden. Das Systematic Random Sampling wird durchgefiihrt, damit jeder Teil des
untersuchten Organs die gleiche Chance erhalt, fir die Analyse als Stichprobe selektiert zu
werden. Potentielle Ursachen fiir die statistische Streuung bei Anwendung der Stereologie
stellen das Sampling selbst, die Probenprdparation, der Einsatz annahmebasierter Methoden
sowie die Durchfihrung der Messungen durch den Untersucher dar [74, 77].

Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte die stereologische Quantifizierung der untersuchten Plazenten
zum einen durch die Reduktion der PraparatgrofRe anhand des Samplings (Kapitel 4.5.1), zum
anderen durch die Reduktion der Dimension von 3D auf 2D im Schnittpraparat. Dabei wurden
auf einen moglichst genau definierten Referenzrahmen (reference space) bezogene absolute

Werte erhoben, die dann als Grundlage flr die weiteren Auswertungen dienten [77].
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2.5 Schnittpraparate

2.5.1 Probenauswahl / Systematic random sampling

Die Untersuchungsergebnisse der Stereologie kénnen nur dann sinnvoll interpretiert werden,
wenn zuvor eine zufallige Probenauswahl, ein sogenanntes ,,random sampling” erfolgt [77]. So
kann die Stereologie als geometrische Variante der Stichprobenerhebung gesehen werden, die
auf den Uberlegungen von Miles und Davy beruht [78].

Die zufallige Stichprobenauswahl verleiht jedem Teil der Plazenta die gleiche Chance, als
Stichprobe ausgewahlt zu werden, was insbesondere in Anbetracht der positionsabhadngigen
Inhomogenitdat menschlichen Gewebes ein wichtiger Bestandteil der Stereologie als statistisches
Verfahren ist [77]. Dabei ist zu beachten, dass das ,,systematic random sampling” effizienter ist
als ein einfaches ,random sampling” [79].

So wird beim ,systematic random sampling” zwar die Position des ersten Markers zufallig
bestimmt, alle anderen Entnahmestellen werden jedoch nach einem vorbestimmten Muster
ausgesucht, Gber das sie ebenfalls das Kriterium der Zufallsauswahl erhalten (Abb. 10).

Eingesetzt werden kann das systematic random sampling in allen Stufen der Probenauswahl.

(1] 2 3

Abbildung 10: Mehrstufiges systematic random sampling der Plazenta. (1) Projektion des Rasters auf die Plazenta, Markierung
der Entnahmestellen (2), Entnahme von Gewebebldcken (3), Herstellung histologischer Schnittpraparate. (modifiziert nach [77])

So wurde in der Anatomischen Anstalt mit einem Projektor (Scenelights Technologie, Mini-LED
LB 936, PEARL, Buggingen, Germany) ein vorher festgelegtes Punkteraster auf die choriale Seite

der Plazenta projeziert, welche auf einem Tablett positioniert war. Beginnend mit dem ersten
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Punkt, der vollstandig auf der Plazenta lag, wurden anschlieRend pro Plazenta sechs
Entnahmeorte bestimmt, die bei groRen Plazenten im Intervall von vier Projektionspunkten, bei

kleinen Plazenten im Intervall von drei Projektionspunkten, mit einem Pin markiert wurden

(siehe Abb. 11 und 12).

Abbildung 11: Schematische Darstellung der randomisierten Gewebeentnahme mit einem auf die Plazenta projizierten
Punkteraster.

Die Plazenta ist vor schwarzem Hintergrund als grauer Schatten erkennbar. Das Punkteraster des Projektors Uberlagert die
gesamte Zone. Der erste Lichtpunkt, der oben links auf die Plazenta fallt, wird zur Probenentnahmestelle 1. Von dort aus wird in
einem Abstand von drei bzw. vier Lichtpunkten (so, dass 6 Probenentnahmestellen auf der Plazenta untergebracht werden
kdnnen), eine weitere Probeentnahmestelle angelegt und durch einen Pin markiert.Rote Pins: Entnahmestellen. Blauer Pin:
Nabelschnurinsertion. (aus [22]).

2.5.2 Verarbeitung der nativen Praparate

Zur Dokumentation der Lage der Gewebeproben im Organ wurde die Plazenta vor der
Probenentnahme zusammen mit einem Lineal (Standardlineal, 30 cm) fotografiert (Kamera:
Power Shot G12, Canon, Krefeld, Deutschland) und die Probenentnahmestellen markiert (siehe

Abb. 12).
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Abbildung 12: Choriale Seite einer Plazenta nach der Markierung mit nummerierten weif3en Pins.

Das Lineal wurde als institutsinterner Standard zur GréRenkontrolle mitfotografiert.1-6: Probenentnahmeorte, vor Entnahme
der Gewebeproben. Blauer Pin: Nabelschnurinsertion. In Anlehnung an Abb. 11 wurde hier erneut das Raster zur Bestimmung
der Probeentnahmestellen Gbergeblendet (modifiziert nach [22].

Mit einer chirurgischen Schere wurden anschlieRend an den sechs zuvor markierten Punkten
Gewebebldcke mit einer Kantenldange von 0,5 cm — 1 cm entnommen, die alle Gewebsschichten

von der Chorion- bis zur Basalplatte enthielten.

2.5.3 Fixierung, Paraffineinbettung, Schneiden

Die zuvor anhand des systematic random sampling bestimmten Gewebebldcke wurden in
4,5%iger Formaldehydlosung fixiert (Roti-Histofix: 4,5%, saurefrei, phosphatgepuffert, pH 7;
#2213.1, Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) und so bis zur weiteren
Verarbeitung, mindestens aber 24 Stunden, bei 4°C aufbewahrt.

Zur Vorbereitung auf die Paraffineinbettung im Gewebeeinbettautomat (Leica ASP200S) wurden
die Praparate unter flieRendem Leitungswasser 2-6 Stunden lang ausgewaschen, anschlieflend
wurden die Proben einem Standardprotokoll folgend in flissiges Paraffin Gberfihrt (Tabelle 1).
Verwendet wurden zur Einbettung die folgenden Chemikalien: Ethanol 99% vergallt (Fa. CLN),
Xylol (Merck Produktnr.: 1.08681.1000), Paraffin (Paraplast Bulk, Schmelzpunkt 56°C;
#39602012, Leica Biosystems, NuRloch). Es wurde das hausinterne Standardverfahren zur

Einbettung angewandt (Tab. 1).
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Station  Ldsung Dauer
1 50% Ethanol 1,5h
2 50% Ethanol 1,5h
3 70% Ethanol  3h

4 70% Ethanol  3h

5 80% Ethanol  3h

6 96% Ethanol  3h

7 100% Ethanol 3h

8 100% Ethanol 3h

9 Xylol 1 3h
10 Xylol 2 3h
11 Paraffin 1 3h
12 Paraffin 2 3h
13 Paraffin 3 3h

Tabelle 1: Standardeinbettungsprotokoll fir Plazenten. Labor der Anatomischen Anstalt Minchen, Lehrstuhl ||

Im Anschluss wurden die Gewebeproben bei 57°C an einer AusgielRstation (Thermo Fisher
Scientific, Microm EC350-1) in Paraffinblocken eingebettet und bei -6°C auf der Kihlplatte
abgekihlt. Mittels eines Schlittenmikrotoms (SM2000R, Leica Mikrosysteme, Wetzlar,
Deutschland) mit Einmalklingen (S35, Fa. Feather, Osaka, Japan) wurden 4 um dinne Schnitte
angefertigt.

Danach wurden die Schnitte im Wasserbad gestreckt, auf Superfrost-plus Objekttrager (Gerhard

Menzel, Braunschweig, Deutschland) aufgezogen und luftgetrocknet.

2.5.4 Immunhistochemische Doppelfarbung mit Antikorpern gegen y-sm-Aktin und
CD34

Um zentrale und periphere Zottentypen unabhangig ihres Kalibers differenzieren zu kénnen,
wurde eine immunhistochemische Farbung angewandt, die es ermdglicht, das y-sm-Aktin der
perivaskuldaren Manschette, welche Uberwiegend in den zentral gelegenen Plazentazotten zu
finden ist, anzufarben. Das y-sm-Aktin ist ein zytoskelettales Markermolekll plazentarer
Myofibroblasten, die die zelluldre Grundlage der perivaskuldaren Manschette bilden [34, 40, 80].
Nur wenige der peripheren Zottentypen (am Ende der Zottenbdume liegenden Zotten) weisen
solche Mpyofibroblasten in perivaskuldrer Position auf. Damit ist die Einteilung in

myofibroblastenhaltige und  myofibroblastenfreie  Zottenanschnitte qualitativ  nicht
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gleichzusetzen mit der Einteilung in Stammzotten einer- und periphere Intermedidr- und
Terminalzotten andererseits [24, 34, 40, 67]. Die Unterscheidung nach der Gegenwart von
Myofibroblasten ist allerdings weniger subjektiv als die klassische Unterteilung nach Stamm-
Intermediar- und Terminalzotten und liefert eine Untersucher-unabhangig reproduzierbare
Unterscheidung von Zottentypen.

Dass die klassische morphologische Zottenunterteilung in Stammzotten, Intermediarzotten und
Terminalzotten sehr Untersucher-unabhangig und fir morphometrische Untersuchungen wenig
geeignet ist, wurde in einer detaillierten Validierungsstudie festgestellt [39]. In derselben Studie
wurde auch der immunhistochemische Nachweis von y-sm-Aktin als Moglichkeit empfohlen, die
Analyse von dem Problem der subjektiven Unterscheidung von Zottentypen zu entlasten. In der
hier vorliegenden Arbeit werden daher nur zwei Typen von Zotten differenziert: Zotten mit
perivaskuldaren Myofibroblasten und Zotten ohne perivaskuldare Myofibroblasten.

Zur Markierung der selbigen wurde eine bereits von Demir et al. beschriebene Methode
weiterentwickelt, die eine immunhistochemische Anfarbung von Zytoskelett-Markern der Zellen
der perivaskuldren kontraktilen Manschette durch Antikérper gegen y-sm-Aktin ermaoglicht [40].
Dabei gelingt die isolierte Anfarbung der perivaskularen kontraktilen Manschette ohne
unerwiinschte Nebenreaktionen in umgebenden Geweben durch eine genau festgelegte
Konzentration der Antikdrper wahrend der Farbung.

Vor Beginn der immunhistochemischen Farbung wurden die auf Objekttrager aufgebrachten
Schnitte zweimal fir zehn Minuten in Xylol entparaffiniert und abschlieRend in absteigender
Alkoholreihe (100%-96%-80%-70%-50%-Aqua dest.) jeweils drei Minuten lang rehydriert.

Die Arbeitsschritte zur Farbung der Praparate erfolgten an zwei aufeinander folgenden Tagen,
wie in Tabelle 2 und Tabelle 3 angegeben. Neben dem y-sm-Aktin wurde auch der plazentare
Endothelmarker CD34 nachgewiesen. Durch diesen letzteren Nachweis kann stets zweifelsfrei
geklart werden, dass der y-sm-Aktin Nachweis eine perivaskular liegende Zelle darstellt. Auch
kollabierte und im Hamatoxylin-Bild der Immunreaktion dann schwierig zu lokalisierende
Kapillaren werden noch erkennbar.

Im Ergebnis dieser Doppelfarbung kdnnen damit Gber Antikorper gegen das Oberflaichenmolekl
CD-34 (Tabelle 2) sowie gegen das y-sm-Aktin der perivaskuldaren kontraktilen Zellen (Tabelle 3)
das gesamte Kapillarendothel und die perivaskuldare Manschette der Plazentazotten spezifisch
und gut unterscheidbar markiert werden. Zur Darstellung der Zellkerne wurde abschlieSend eine

Hamalaun-Gegenfarbung nach Mayer durchgefihrt (Schritt 28, Tabelle 3) durchgefihrt [81].
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Alle Reaktionen, ausgenommen die Aufbewahrung tber Nacht bei 4°C (Arbeitsschritt 16) sowie
die Visualisierung bei 37°C (Arbeitsschritt 25), fanden bei Raumtemperatur statt. Der pH-Wert
der Pufferlosungen (PBS) betrug an Tag 1 durchgehend 7,45, an Tag 2 pH 7,6 (gemall der
Empfehlungen im Data-Sheet der verwendeten Antikorper). Die verwendeten Chemikalien sind

in den Tabellen 2 und 3 unter den entsprechenden Arbeitsschritten aufgefiihrt.
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# Arbeitsschritt Verwendete Substanzen Dauer
1 Entparaffinieren Xylol 2 x10 min
2 Rehydrieren Ethanolreihe (100-96-80-70-50-Aqua 6 x 3 min
dest.)
3 Spiilen phosphatgepufferte Kochsalzlosung (PBS), 5 min
10 mM Natriumphosphat (NasPQ,), 150
mM Natriumchlorid (NaCl), pH 7,4, Merck,
#107209, Darmstadt, Deutschland)
4 Blockierung der endogenen 180 ml PBS + 20 ml Wasserstoffperoxid 30 min
Peroxidaseaktivitdt im Gewebe mit 3 (H202) 3%ig
%igem Wasserstoffperoxid (H202)
5 Spilen PBS 5 min
6 Blocking mit 5%igem Ziegen-0-Serum 50 ul Ziegen-0-Serum 5%ig (Vector Labs, 30 min
(GOS) #51000, Burlingame, CA, USA) + 950 ul
PBS
7 Inkubation mit primarem Antikérper 899 ul GOS-PBS (analog zu Schritt 6) + 1yl 45 min
anti-CD34, 1:900 Verdiinnung Primarantikoérper (anti-CD34; QBEnd/10;
Maus, Thermo Fisher Scientific, #MS-363-
PO, Fremont, CA, USA)
8 Spilen PBS 3 x5 min
9 Inkubation mit sekundarem Losung A (2%ig): 0,02 g bovines 45 min
biotinyliertem Ziegen-a-Maus-lgG- Serumalbumin (BSA, Sigma- Aldrich,
Antikorper, H&L, 1:200 Verdiinnung #2153, Minchen, Deutschland) in 1 ml
PBS
Danach: 995 pl Losung A + 5 ul sekundarer
Antikorper (biotinyliert, Ziege-anti-Maus-
IgG-Antikorper, Vector #BA9200, Vector
Labs, Burlingame, CA, USA, Verwendung
zur Inkubation)
10 Spiilen PBS 3 x5 min
11  Inkubation mit Avidin-Peroxidase- 1 ml PBS (30 min vor Reaktion angesetzt) + 45 min
Konjugat — Streptavidin, Vectastain- 10 pl Avidin DH + 10 pul biotinylierte -
Peroxidase-Standard-Kit (ABC-Komplex)  Peroxidase (VECTASTAIN® Elite® ABC HRP
Kit, Vector Laboratories, Burlingame, CA,
USA)
12 Spiilen PBS 3 x5min
13 Visualisierung - Peroxidase-Nachweis 1 ml DAB, (#5905, Sigma-Aldrich, 20 min
mit Diaminobenzidin (DAB) als Substrat  Miinchen, Deutschland) (0,67 mg/ml) + 2
ul H,0, (#8070.4, Carl Roth GmbH + Co.
KG, Karlsruhe, Deutschland)
14  Stoppen Leitungswasser kurz
15 Spiilen PBS 2 x5 min
16  Aufbewahrung bei 4°C PBS Uber Nacht

Tabelle 2: Immunhistochemische Farbung der histologischen Praparate. Arbeitsschritte, Tag 1, Markierung des Kapillarendothels
(Antigen CD34).
Abkurzungen verwendeter Substanzen: Phosphatgepufferte Kochsalzlosung (PBS, Phosphat Buffered Saline), Natriumphosphat
(NasPQ4), Natriumchlorid (NaCl), Wasserstoffperoxid (H,0;), Ziegen-Null-Serum (GO0S), BSA (Bovines Serum Albumin),
Diaminobenzidin (DAB).
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# Arbeitsschritt Verwendete Substanzen Dauer
17 Spilen PBS (Phosphat Buffered Saline, 5 min

phosphatgepufferte Salzlosung)
18 Blocking mit 5%igem Ziegen-Null-Serum 995 ul PBS + 50 pl 5%ig GOS 30 min
(GOS)
19 Inkubation mit primarem Antikorper 899 ul 0,1%ig bovines Serumalbumin 120 min
y-sm-Aktin, 1:900 Verdiinnung (BSA, Sigma- Aldrich, #2153, Miinchen,
Deutschland)-PBS, 0,1% Natriumazid in
PBS (pH 7,6) + 1 pl y-sm-Aktin Antikérper
(#69133, Mab Clone B4 Maus, MP
Biomedicals, Eschwege, Deutschland)
20 Spilen PBS 3 x5min
21 Inkubation mit sekunddarem 995 ul 5%ig GOS-PBS (analog zu #18) +5 45 min
biotinyliertem Ziegen-a -Maus-IgM- pl sekundarer Antikérper
Antikorper, 1:200 Verdiinnung
22 Spilen PBS 3 x5 min
23 Inkubation mit Streptavidin-p- 990 ul PBS + 10 pl Streptavidin-B- 40 min
Galactosidase-Konjugat, 1:100 Galactosidase-Konjugat (Invitrogen
Verdiinnung #5931, Life Technologies, Darmstadt,
Deutschland)
24 Spilen PBS mind. 30 min
25  Visualisierung - Nachweis der 975 ul X-Gal Puffer (nach 25 min
Galactosidase mit X-Gal-Puffer als Herstellerangaben hergestellt)+ 25 pl X-
Substrat, Verdiinnung 1:40 Gal Stammlosung (5-Brom-4-chlor-3-
indoxyl-B-D-galactopyranosid, #81690,
Life Technologies, Darmstadt,
Deutschland), Durchfiihrung bei 37°C
26  Spilen PBS 3 x5 min
27 Spilen Aqua dest. kurz
28 Gegenfarbung Hamalaun 30 sek
29 Blauen Leitungswasser 5 min
30 Spilen Agua dest. kurz

Tabelle 3: Immunhistochemische Markierung der kontraktilen Zellen der perivaskuldren Manschette Gber y-sm-Actin.
Arbeitsschritte, Tag 2. Abklrzungen verwendeter Substanzen: PBS (Phosphat Buffered Saline, phosphatgepufferte
Kochsalzlésung), Ziegen-Null-Serum (GOS), BSA (Bovines Serum Albumin).

AbschlieRend erfolgte das Eindecken der gefarbten Gewebeschnitte in Kaisers Glyceringelatine

(#109242, Merck, Darmstadt, Deutschland). Um das Austrocknen der Praparate zu vermeiden,

wurden diese weiter mit handelstblichem, transparentem Nagellack umrandet und bis zur

stereologischen Untersuchung im Laborkihlschrank bei 2°C bis 8°C gelagert.
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2.6 Lichtmikroskopische Auswertung durch Stereologie (,,unbiased
Stereology”)

Pro entnommenem Gewebeblock wurde jeweils ein histologischer Schnitt stereologisch
analysiert, so dass insgesamt 300 Praparate aus 50 verschiedenen Plazenten (je 6 Schnitte pro
Plazenta) untersucht wurden. Eine der analysierten Plazenten musste von der Analyse
ausgeschlossen werden, so dass 49 Plazenten mit insgesamt 294 Prdparaten in die finale
Auswertung der Daten mit einbezogen wurden.

Die gesamte Auswertung erfolgte an kodierten Praparaten unter Blindbedingungen, die
untersuchende Doktorandin hatte bis zum Abschluss aller Untersuchungen keine Kenntnis tber

makroskopische Parameter und perinatale Daten.

2.6.1 Stereologischer Arbeitsplatz

Um eine reproduzierbare Messung gewahrleisten zu kénnen, wurden flr die mikroskopische
Untersuchung der Plazenten zwei computergesteuerte stereologische Arbeitsplatze genutzt.

Kernstlicke dieser Arbeitsplatze waren die Lichtmikroskope Axioskop (Zeiss, Jena) und BX50
(Olympus, Tokyo), die fir die computergesteuerte automatisierte Stichprobendurchfiihrung mit
einem motorisierten Objekttisch (MBF Bioscience) und einer dazugehorigen Steuereinheit (Typ

MAC 6000; Ludl Electronics, Hawthorne, NY, USA) verbunden waren.

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)

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 (Ludl Electronic Products, Hawthorne, NY USA), Messtaster MT
1271 (Dr. Johannes Heidenhain, Traunreut, Deutschland) und Digitalkamera (1/2“ CCD Chip,
1392x1040 Pixel, MBF Bioscience, Williston, VT, USA)

Zur Steuerung der Mikroskope waren diese an Computer des Fabrikates Hewlett Packard
angeschlossen, welche unter MS Windows 7 konfiguriert waren, zur stereologischen

Auswertung kam die Software Stereo Investigator (Version 10.31) von MBF Biosciences zum
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Einsatz. Diese Software steuert den Objekttisch des Mikroskops, dessen Bewegungen absolut
kalibriert sind. Die Kalibrierung wird mit einer speziell dazu vorgesehenen und vom Hersteller
gelieferten Strichplatte unter dem Mikroskop in der Software hinterlegt. Das mikroskopische Bild
wird simultan auf den Monitor des Computers Ubertragen, wo die kalibrierten Langenangaben
dann auf dem Monitor fir jedes der beteiligten Objektive zur Verfligung gestellt werden. Die
Software Ubernimmt die selbstandige Ansteuerung der Messfelder im Praparat, die ebenfalls

innerhalb der Software nach den Kriterien des systematic random sampling ausgewahlt wurden.

2.6.2 MBF Biosciences Stereo Investigator

2.6.2.1 Mess-Algorithmus

Zunachst erfolgte die Messung von Trainingsschnitten, um die Durchfihrung der
Untersuchungen zu erlernen, dann eine weitere Testmessung mit zwolf Plazenten, um die
Validitat der Daten zu Uberprifen. Danach schloss sich die Hauptmessung mit 50 Plazenten (=
300 Einzelprdparate) an. Die Bearbeitungsdauer flir ein Praparat betrug dabei je nach

PraparatgroRe zwischen 30 Minuten und 3,5 Stunden.

2.6.2.2 Voreinstellungen

Die Einlage des Schnittpraparates auf dem Objekttisch erfolgte immer mit Ausrichtung des
Labels nach links aus Sicht des Untersuchers. Bei einer VergrofRerung von 1,25x wurde ein
Reference Point am Rand des Praparates gesetzt, anschlieend wurde mit dem Contour-Tool
eine Umrandung des relevantes Messbereiches festgelegt, die Region of Interest (ROI), welche
das plazentare Gewebe beinhaltete.

Um mit der Messung beginnen zu konnen, wurde zunachst der Counting Frame (Zahlrahmen)

auf eine GrofRe von x=50 um und y=100 pum festgesetzt.

2.6.2.3 Nearest Neighbor

Das im Programm Stereo Investigator integrierte Tool Nearest Neighbor bietet eine Methode
zur dreidimensionalen Analyse von Geweben im Kontext des bereits beschriebenen systematic
random sampling [82]. Im Rahmen dieser Arbeit wurde Nearest Neighbor genutzt, um
Diffusionsdistanzen vom am Zottenrand liegenden Synzytiothrophoblasten bis zum jeweils
nachstgelegenen Gefall (kiirzeste Distanz ermittelt mit Hilfe des Nearest Neighbor Tools) zu
messen und dabei gleichzeitig die Konkavitaten der Oberflachen von Zotten und Gefallen unter

Beriicksichtigung der y-sm-Aktinpositivitat zu erfassen.
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2.6.2.4 Ablauf der Messentscheidungen

Nach dem Start des Nearest Neighbor Tools wurden die randomisiert festgelegten Messpunkte,
deren Anzahl je nach GrolRe des umrandeten Bereichs variierte, von der Software Stereo
Investigator automatisch angesteuert. Anhand der Umrandung des relevanten Messbereiches
und dessen gitterformige Unterteilung in gleich groRe Felder von 550 um x 500 um Grolie,
konnte so unter einer VergrofRerung von 40x jedes Feld einzeln randomisiert mit dem Mikroskop
angefahren und - innerhalb des durch rote und griine Linien markierten Counting Frames — eine

Messung durchgefiihrt werden (Abbildung 13).
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Abbildung 13: y-sm-Aktin-positive Zotte im Programm Stereo Investigator 50x100 um groRer Zdhlrahmen (Counting Frame,
rote und griine Linien) und Messgerade (griin-rote vertikale Linie im Zahlrahmen rechts). Zur grafischen Verdeutlichung
werden die farbigen Linien in der Abbildung verdickt dargestellt.

Sequentiell wurde dabei eine Routine mit folgenden Entscheidungen nach folgenden Kriterien
abgearbeitet:
Ausgehend von der von der oberen rechten Ecke des Counting Frames getroffenen Struktur

(grine Linie), wurde zunachst die zu messende Zotte bestimmt (Abbildung 14).
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Abbildung 14: Messung einer y-sm-Aktin-negativen Zotte im Programm Stereo Investigator 50x100 um grofRer Zahlrahmen
(Counting Frame, rote und griine Linien) und Messgerade (griin-rote vertikale Linie im Zahlrahmen rechts). Zur grafischen
Verdeutlichung werden die farbigen Linien in der Abbildung verdickt dargestellt.

Im Anschluss daran wurde bewertet, welche der folgenden Kombinationen von Zotten- und
GefalBmorphologie sowie Aktinpositivitat vorlag und der entsprechende Marker ausgewahlt, um
auf Hohe der vertikalen griinen Messgerade den Trophoblastenrand und den ndchstegelgenen

GefaR- bzw. Kapillarrand zur Erfassung der Diffusionsdistanz zu markieren (Abbildung 15).
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Abbildung 15: Messung einer y-sm-Aktin-negativen Zotte im Programm Stereo Investigator. Nach erfolgter Markierung des
Trophoblastenrandes (blauer Punkt) wurde der nachstgelegene Gefédlirand aufgesucht und ebenso markiert (weilles Kreuz). Der
Morphologie des Zottenrandes entsprechend wurde der passende Marker zur Kategorisierung bei konvexer Zotte und konvexem
GefaR ausgewahlt (in diesem Fall: vex inter. — vex kap). Der griine Kreis diente hierbei der Ermittlung des geringsten Abstandes
von Trophoblastenrand zu GefaR. Zur grafischen Verdeutlichung werden die farbigen Linien in der Abbildung verdickt dargestellt.

Das Vorliegen einer Aktinpositivitat und somit die Einordnung einer Zotte als y-sm-Aktin-positive
Zotte konnte anhand der azurblauen Farbung (siehe bspw. Abbildung 13) der perivaskularen
Manschette erfolgen.

Eine Oberflache im Schnitt wurde dann als konvex oder konkav bewertet, wenn der Zotten- oder
Gefalsrand an seiner Oberflache im Bereich der zuvor festgelegten Messpunkte eine
dementsprechende nach aullen gekrimmte (konvexe) oder nach innen gekrimmte (konkave)
Morphologie aufwies. Sofern der Zottenanschnitt an der zu bewertenden Stelle gerade war,
wurde er als konvex gezahlt.

Die flr die Klassifizierungsentscheidung der gemessenen Zotten ausschlaggebende Morphologie
und immunhistochemische Aktin-Positivitdt erlaubten dabei die Unterteilung in folgende

Gruppen:
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Gemessene histologische Strukturen Marker
Konvexe y-sm-Aktin-positive Zotte — Konvexes Gefal’ vexsta-vexkap
Konvexe y-sm-Aktin-positive Zotte — Konkaves Gefald vexsta-kavkap
Konkave y-sm-Aktin-positive Zotte — Konvexes Gefald kavsta-vexkap
Konkave y-sm-Aktin-positive Zotte — Konkaves Gefald kavsta-kavkap
Konvexe y-sm-Aktin-negative Zotte — Konvexes Gefals vexinter-vexkap
Konvexe y-sm-Aktin-negative Zotte — Konkaves Gefal vexinter-kavkap
Konkave y-sm-Aktin-negative Zotte — Konvexes Gefal kavinter-vexkap
Konkave y-sm-Aktin-negative Zotte — Konkaves Gefaf kavinter-kavkap

Tabelle 4: Ubersicht aller acht méglichen Messkonstellationen der stereologischen Auswertung von Plazenta-Praparaten anhand
von Markern im Messprogramm Stereo Investigator — Nearest Neighbor Analyse. Zur terminologischen Vereinfachung wurden
innerhalb der Messung die y-sm-Aktin-positiven Zotten als Stammzotte und die y-sm-Aktin-negativen Zotten als
Intermedidrzotten erfasst. Ebenso wurden GefalRe ohne weitere Differenzierung als Kapillare benannt, die Begriffe wurden
synonym verwendet.

Alle Messpunkte wurden fir die (Teil-) Volumenbestimmungen benutzt. Von der Bestimmung
der Zottenstruktur mit den in Tabelle 4 beschriebenen Messkonstellationen nicht erfassten
Messpunkte - welche in fibrinoidem Gewebe lagen (Abb. 16), so dass die Zottenmorphologie
nicht mehr eindeutig identifizierbar war, wie auch diejenigen, die sich im intervilldsen Raum
wiederfanden — wurden ebenso in die Volumenbestimmungen eingeschlossen. In diesen
speziellen Fallen erfolgte keine Markierung und Messung von Diffusionsdistanzen, sondern die

Messpunkte gingen als intervilloser Raum in die relative Volumenbestimmung ein.
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Abbildung 16: Messung im Programm Stereo Investigator. Der Referenzpunkt des Zahlrahmens liegt in fibrinoidem Gewebe, so
dass der Messpunkt als intervilldser Raum in die Datenerhebung eingegangen ist. Zur grafischen Verdeutlichung werden die
farbigen Linien in der Abbildung verdickt dargestellt.

Messpunkte, welche innerhalb einer Zotte lagen, aber eine Messung nicht zulieRen, da aufgrund
des Anschnittes oder der Zottengrole im gesamten sichtbaren Messbereich kein
Trophoblastenrand zu markieren war, wurden anhand einer Strichliste, die die Anzahl von y-sm-
Aktin-negativen und y-sm-Aktin-positiven Zotten festhielt, in die Datenerhebung mit einbezogen

(siehe dazu bspw. Abb. 17).
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Abbildung 17: Messung einer y-sm-Aktin-positiven Zotte ohne Anschnitt des Throphoblastenrandes im Programm Stereo
Investigator.
Zur grafischen Verdeutlichung werden die farbigen Linien in der Abbildung verdickt dargestellt.

Nach Abschluss der Messung wurden alle generierten Rohdaten zur weiteren Auswertung aus
dem Messprogramm in Excel-Tabellen exportiert und die angefertigten Strichlisten manuell in

Excel erganzt.

2.6.3 Erhobene mikroskopische Parameter

Anhand der erhobenen Messungen konnten, entsprechend dem zugrundeliegenden Prinzip der
point counting technique nach Thompson [83], Rohdaten Uber Volumenanteile (Volume
fractions) des intervillésen Raums (INTRO), der y-sm-Aktin-positiven und - negativen Zotten
(posVILLI/ negVILLI) und der y-sm-Aktin-positiven und - negativen Kapillaren (posCAP/ negCAP)
gesammelt werden, welche anschliefend genutzt wurden, um die absoluten Volumina zu
errechnen [76, 84]. Dazu wurde zundchst das anteilige Verhaltnis (Ratio) der einzelnen
gemessenen Strukturen zur Gesamtzahl der Messpunkte ermittelt (Volume fractions) und die so
erhobenen, geschatzten Volumenanteile zur Berechnung der absoluten Volumina mit der

Dichte des plazentaren Gewebes (1,05g/ml) multipliziert [85].



51

Auch wurden bei jeder durchgeflihrten Messung die prozentualen Anteile von Konkavitat der y-
sm-Aktin-positiven und - negativen Zotten (posVILLIconcavity [%]/negVILLIconcavity [%]) und der
y-sm-Aktin-positiven und - negativen Kapillaren (posCAPconcavity [%]/negCAPconcavity [%])
erfasst.

Ferner konnten zudem die Diffusionsdistanzen vom Trophoblastenrand bis zum Kapillarrand in
y-sm-Aktin-positiven und — negativen Zottenanschnitten (posDIFdistance [um]/negDIFdistance

[um]) quantifiziert werden.

2.7 Statistische Analyse

Um die Daten der erhobenen mikroskopischen und makroskopischen Parameter sowohl
miteinander als auch untereinander vergleichen zu kénnen wurden zunachst die Mittelwerte
(das arithmetische Mittel) aus den sechs histologischen Schnitten pro Plazenta zu einem Wert

zusammengefihrt und im Folgenden die aggregierten Daten genutzt (s. Tabellen 5 und 6).

2.7.1 Verwendete Software & Tests

Die Auswertung und Visualisierung der Daten erfolgte mittels GraphPad Prism (Version 5.04,
GraphPad Software, San Diego, USA) und der Software R (R Core Team, Wien, Osterreich, 2021)
sowie der darin enthaltenen Packages [86]. Zur Erstellung der Streudiagramme wurde die
Funktion scatterplotMatrix aus dem Package car der Software R genutzt [87]. Die Heatmaps fir
die Korrelationen wurden mit der Funktion corrplot aus dem gleichnamigen Package angefertigt
(88].

Die Signifikanz-Tests wurden mithilfe der Funktion corr.test aus dem Package psych
durchgeflihrt. Es folgte die multiple bivariate Korrelationsanalyse nach Spearman, hier wurde
mit R eine sogenannte Rangkorrelation mit p-Wert-Ranking entwickelt.

Im Anschluss wurde, um das Auftreten von a-Fehlern (Annahme von Alternativhypothese bei
korrekter Nullhypothese) zu reduzieren, eine Korrektur nach Holm durchgefihrt.

Um die Signifikanz der ausgewahlten Zusammenhange im Anschluss graphisch Uberprifen zu
kénnen und potentielle AulRreiRerwerte, die zu einer Verfalschung der Signifikanz hatten fihren
kdbnnten, zu detektieren, wurden lineare Regressionsanalysen und die dazugehorigen

Punktverteilungen mit GraphPad Prism erstellt.
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3 Ergebnisse

3.1 Immunhistochemische ldentifizierung von y-sm-Aktin und
Differenzierung von histologischen Strukturen der Plazentazotte

Anhand der bereits in Kapitel 2.5.4 ausflhrlich beschriebenen immunhistochemischen
Anfarbung der perivaskularen Manschette und der Myofibroblasten konnte wahrend der
stereologischen Messung der histologischen Prdparate zwischen Anschnitten y-sm-Aktin-
positiver und y-sm-Aktin-negativer Zotten unterschieden werden. Diese Unterscheidung in zwei
immunhistochemisch definierte Zottentypen erwies sich als einfacher durchzufihren als die
umstandlichere Unterscheidung der Zottentypen nach komplexen morphologischen Kriterien in
drei verschiedene Zottentypen [39].

Abbildung 18 veranschaulicht in 40-facher VergrofRerung die immunhistochemische
Nachweisreaktion flr y-sm-Aktin, die beim Vorliegen einer perivaskuldaren Manschette die

Myofibroblasten in der Plazentazotte intensiv indigo-blau erscheinen lasst.

Abbildung 18: Bestimmung von Subtypen der Zottenbdume durch Immunhistochemie.

Abbildung A zeigt eine y-sm-Aktin-negative Zotte in 40facher mikroskopischer Vergroferung (40x). Braunes Reaktionsprodukt
markiert das CD34-positive Endothel der Kapillaren, die mit Erythrozyten gefillt sind. In Abbildung B ist eine y-sm-Aktin-
positive Zotte zu sehen, deren perivaskuldare Manschette immunhistochemisch typisch indigo-blau angefdrbt wurde. Der
Messbalken entspricht 25 um.
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DarUber hinaus konnte unter Zuhilfenahme des Stereoinvestigator Tools ,Nearest Neighbor” -
wie ebenso bereits in Kapitel 2.6.2 erldutert — wahrend der Messung der Diffusionsdistanzen
vom Syzytiothrophoblastenrand der Zotten bis zum ndchstgelegenen Kapillarrand eine
Differenzierung und weitere Unterteilung der Zotten vorgenommen werden. Dabei ergaben sich
insgesamt zwolf verschiedene Melvarianten bzw. MelRkombinationen, abhdngig von der
Zottenmorphologie.

Es wurden (bezogen auf die Zottenoberflache im Schnitt) konvexe und konkave y-sm-Aktin-
positive sowie y-sm-Aktin-negative Zotten mit wiederum sowohl konvexen als auch konkaven
Kapillaroberflachen gemessen. Dariber hinaus fanden sich Messpunkte, welche in fibrinoidem
Gewebe, im intervilldsen Raum oder ganzlich innerhalb einer Zotte lagen und so die vorgesehene
Messung von Syzytiothrophoblast zu Kapillarrand nicht zulieRen. Eine Ubersicht Gber alle
moglichen Messvarianten inklusive der markierten Messpunkte bzw. des Zahlrahmens finden

sich in 40-facher VergroRerung in Abbildung 19.
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Abbildung 19: Screenshots von MeRkonstellationen in Stereo Investigator.

Bilder A-L: Screenshots der MeRsituationen bei der Auswertung histologischer Schnittpraparate der Plazenta mit der Software
Stereo Investigator in 40-facher VergréRerung (40x) wahrend der Nearest Neighbor Analyse der Diffusionsdistanzen nach
Subtypisierung von Zottenbaumen durch Immunhistochemie. Die blaue Immunreaktion markiert die Gegenwart von y-sm-Aktin
in perivaskuldren Zonen. Die braune Immunreaktion (Nachweis von CD34 als Endothelmarker) markiert das Endothel der
BlutgefdlRe. Die Punkte sind zuséatzlich durch groRe gelbe Pfeile markiert und bezeichnen die Messpunkte am Kapillar- bzw.
Throphoblastenrand. In Bild I-L sind keine Messpunkte, sondern lediglich der Zdhlrahmen zu sehen, dessen rechte obere Ecke
sich sowohl innerhalb als auch auRerhalb messbarer Zottenstrukturen befinden kann. Die Bilder zeigen folgende speziellen
Messsituationen: Bild A: Konkave y-sm-Aktin-negative Zotte mit konkaver Kapillare. Bild B: Konkave y-sm-Aktin-positive Zotte
mit konkaver Kapillare. Bild C: Konkave y-sm-Aktin-negative Zotte mit konvexer Kapillare. Bild D: Konkave y-sm-Aktin-positive
Zotte mit konvexer Kapillare. Bild E: Konvexe y-sm-Aktin-negative Zotte mit konkaver Kapillare. Bild F: Konvexe y-sm-Aktin-
positive Zotte mit konkaver Kapillare. Bild G: Konvexe y-sm-Aktin-negative Zotte mit konvexer Kapillare. Bild H: Konvexe y-sm-
Aktin-positive Zotte mit konvexer Kapillare. Bild I: Zdhlrahmen in y-sm-Aktin-negativer Zotte. Bild J: Z&hlrahmen in y-sm-Aktin-
positiver Zotte. Bild K: Zahlrahmen im intervillésen Raum. Bild L: Zahlrahmen im Fibrinoid. Der am unteren linken Bildrand
befindliche MeRbalken entspricht jeweils 25 um.
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3.2 Deskriptive Statistik

Insgesamt wurden im Rahmen des experimentellen Teiles dieser Dissertation 50 Plazenten
untersucht, aus welchen wiederum jeweils 6 Einzelpraparate (siehe Kapitel 4.2.1) zur
histologischen Analyse lichtmikroskopisch genutzt wurden. Da eine Plazenta aufgrund
unvollstandiger morphometrischer Daten aus der Auswertung ausgeschlossen werden musste,
flossen lediglich die Daten von 49 Plazenten in die endgUltige Auswertung ein.

In der ausgewerteten Plazentapopulation waren von den 25 mannlichen Neugeborenen 12 per
Sectio und 13 vaginal entbunden worden, bei den 24 weiblichen Neugeborenen fand in 11 Fallen
eine Sectio und in 13 Féllen eine vaginale Geburt statt.

Zottenbezogene mikroskopische Messparameter wurden nach der immunhistochemischen
Reaktion im perivaskuldaren Stroma der untersuchten Zotte in y-sm-Aktin-positive (Vorsilbe
,pos”) und y-sm-Aktin-negative (Vorsilbe ,neg“) Teil-Parameter aufgeteilt und getrennt
ausgewertet. Die Trennung in diese beiden Hauptkategorien unterteilt flr die betroffenen
Parameter den Zottenbaum nach der immunhistochemischen Gegenwart bzw. Abwesenheit von
y-sm-Aktin als Markermolektl fir Myofibroblasten der perivaskuldaren kontraktilen Manschette.
Innerhalb dieser beiden Hauptkategorien wurden sowohl das Volumen der Zotten
(posVILLI/negVILLI in [ml]), die Konkavitat der Zotten (posVILLIconcavity/negVILLIconcavity in
[%]), das Volumen der Kapillaren (posCAP/negCAP in [ml]), die Konkavitat der Kapillaren
(posCAPconcavity/negCAPconcavity in  [%]) als auch die Diffusionsdistanz vom
Trophoblastenrand bis zum Kapillarrand (posDIFdistance/negDIFdistance in [um]) analysiert. Das
Volumen des intervilldsen Raumes (INTRO in [ml]) wurde in Ganze ohne diese Aufteilung
ausgewertet.

Tabelle 5 veranschaulicht = zusammenfassend die absoluten  Mittelwerte und
Standardabweichungen der makroskopisch erfassten Parameter, wahrend Tabelle 2 die
absoluten Mittelwerte und Standardabweichungen zu den mikroskopischen Daten der
untersuchten Plazentapopulation bietet. Die jeweiligen Werte sind Mittelwerte aus der
Auswertung von 49 Plazenten a 6 Einzelpraparate pro Plazenta.

Die ausgewerteten makroskopischen Parameter umfassen das Gestationsalter (GA in [Wochen]),
das Geburtsgewicht (GG in [g]), das Gewicht der Plazenta (PG in [g]), das Verhaltnis von Plazenta-

zu Geburtsgewicht (PG_GG_Ratio), den langsten Durchmesser der Plazenta (LDM in [cm]), den
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kirzesten Durchmesser der Plazenta (KDM in [cm]), die Oberflache der Plazenta (OF in [cm?])

sowie die Dicke der Plazenta (DICKE in [cm]).

n=49 Mittelwert + SA
GA [Wochen] 39,6 +1,2
GG [g] 3404 +426
PG [g] 502 +94
PG_GG_Ratio 0,15 +0,03
LDM [cm] 19,6 +1,8
KDM [cm] 16,3 +2,0
OF [cm?] 1011 +178
DICKE [cm] 1,6 +0,3

Tabelle 5: Deskriptive Statistik der Makroskopie der gesamten untersuchten Plazentapopulation (n=49) mit Mittelwerten und
Standardabweichung (SA).

Dargestellt sind Gestationsalter (GA [Wochen]), Geburtsgewicht (GG [g]), Plazentagewicht (PG [g]), Verhaltnis von Plazenta- zu
Geburtsgewicht (PG_GG_Ratio), langster Durchmesser der Plazenta (LDM [cm]), kirzester Durchmesser der Plazenta (KDM
[cm]), Oberflache der Plazenta (OF [cm?]) und Dicke der Plazenta (DICKE [cm]).

Tabelle 6 stellt die Mittelwerte und Standardabweichungen fir die mikroskopisch erhobenen
Parameter dar, den intervilldsen Raum (INTRO in [ml]), das Volumen y-sm-Aktin-positiver Zotten
(posVILLI in [ml]), die Konkavitat der Oberflache y-sm-Aktin-positiver Zotten (posVILLIconcavity
in [%]), das Volumen der Kapillaren in y-sm-Aktin-positiven Zotten (posCAP in [ml]), die
Konkavitdt der Oberflache der Kapillaren in y-sm-Aktin-positiven Zotten (posCAPconcavity in
[%]), die Diffusionsdistanz vom Trophoblastenrand bis zum Kapillarrand in y-sm-Aktin-positiven
Zotten (posDIFdistance in [cm]), das Volumen y-sm-Aktin-negativer Zotten (negVILLI in [ml]), die
Konkavitat der Oberflache y-sm-Aktin-negativer Zotten (negVILLIconcavity in [%]), das Volumen
der Kapillarenin y-sm-Aktin-negativen Zotten (negCAP in [ml]), die Konkavitdt der Oberflache der
Kapillaren in y-sm-Aktin-negativen Zotten (negCAPconcavity in [%]) sowie die Diffusionsdistanz

vom Trophoblastenrand bis zum Kapillarrand in y-sm-Aktin-negativen Zotten (negDIFdistance in

[um]).
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n=49 Mittelwert +SA
INTRO [ml] 292,97 +61,75
posVILLI[mI] 212,94 + 80,35
posVILLIconcavity (%] 8,67 +4,82
posCAP [ml] 88,12 + 56,09
posCAPconcavity [%] 0,46 +0,68
posDIFdistance [um] 15,80 +3,87
negVILLI [ml] 289,98 194,82
negVILLIconcavity (%] 5,88 +3,96
negCAP [ml] 261,08 + 83,06
negCAPconcavity (%] 0,91 +1,26
negDIFdistance [um] 7,07 +1,61

Tabelle 6: Deskriptive Statistik der Mikroskopie der gesamten untersuchten Plazentapopulation (n=49) mit Mittelwerten und
Standardabweichungen (SA).

Dargestellt sind Intervilldser Raum (INTRO [ml]), Volumen y-sm-Aktin-positiver Zotten (posVILLI [ml]), Konkavitat der Oberflache
y-sm-Aktin-positiver Zotten (posVILLIconcavity [%]), Volumen y-sm-Aktin-positiver Kapillaren (posCAP [ml], Konkavitdt der
Oberflache der Kapillaren in y-sm-Aktin-positiven Zotten (posCAPconcavity [%]), Diffusionsdistanz vom Trophoblastenrand bis
zum Kapillarrand in y-sm-Aktin-positiven Zotten (posDIFdistance [um]), Volumen y-sm-Aktin-negativer Zotten (negVILLI [ml]),
Konkavitdt der Oberflache y-sm-Aktin-negativer Zotten (negVILLIconcavity [%]), Volumen y-sm-Aktin-negativer Kapillaren
(negCAP [ml]), Konkavitdt der Oberflaiche der Kapillaren in y-sm-Aktin-negativen Zotten (negCAPconcavity [%]) sowie
Diffusionsdistanz vom Trophoblastenrand bis zum Kapillarrand in y-sm-Aktin-negativen Zotten (negDIFdistance [um]).

Zur genaueren Ausfihrung der Messwerte enthdlt Tabelle 7 anschlieRend zudem die
Mittelwerte und Standardabweichungen der einzelnen gemessenen Plazenten (n=49) der
bereits oben aufgefiihrten y-sm-Aktin-positiven Teilparameter und des intervilldsen Raumes. Die

entsprechenden Auswertung fir die bereits erwdhnten y-sm-Aktin-negativen Teilparameter ist

in Tabelle 8 zusammengefasst.
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Nr INTRO [ml] posVILLI [mi] posVILLI posCAP [mi] posCAP  posDIF
concavity [%] concavity [%] distance [um]

1 Mittelwert £ Standardabweichung 349,44 £ 57,56 410,83 + 66,39 11,56 £3,16 242,8 60,78 0,76+ 1,86 10,94 + 3,18
2 Mittelwert + Standardabweichung 284,06 £ 52,18 410,51 +56,72 14,11+ 2,09 265,68 + 47,74 1,26 +1,56 8,17 +2,41
3 Mittelwert + Standardabweichung 255,63 + 39,15 320,47 £ 75,80 17,62 +4,38 180,35 + 55,02 1,12 +0,80 10,12 +1,03
4 Mittelwert + Standardabweichung 261+20,37 273,93 £57,12 17,39+£8,73 122,77 +72,30 0,27 +0,67 10,96 +2,43
5 Mittelwert + Standardabweichung 311,01 £ 15,77 215,53 +£69,37 10,42 +9,92 90,88 + 36,29 0,725+1,78 13,79+ 4,61
6  Mittelwert + Standardabweichung 256,03 £ 28,70 128,13 + 34,61 7,21+ 8,60 48,36+ 19,88 0,46+1,13 14,56 +2,78
7 Mittelwert + Standardabweichung 384,74 + 74,87 277,26 + 64,90 4,14 +5,07 90,95 + 39,30 0,9+2,21 16,56 + 4,13
8  Mittelwert + Standardabweichung 371,5+17,30 430,07 £ 102,10 8,26 +4,36 220,32 £ 46,56 0,49+0,58 8,96+ 1,18
9  Mittelwert + Standardabweichung 228,23 £19,65 104,46 + 31,58 9,62 + 20,02 29,95+11,33 0+0 16,9 + 5,03
10 Mittelwert £ Standardabweichung 223,35+15,23 109,78 + 23,31 6,36+9,87 31,21+13,67 0+0 18,48 + 4,63
11 Mittelwert £ Standardabweichung 450,61 + 46,54 216,43 £51,78 5,9+7,95 72,47 £9,29 0+0 20,17 +7,25
12 Mittelwert £ Standardabweichung 435,01+ 60,79 239,99 £39,32 1,74 £2,14 83,35+24,73 0+0 20,48 £4,95
13 Mittelwert £ Standardabweichung 383,46 + 48,74 225,02 +24,98 6,06 + 4,25 63,27 + 15,98 0+0 20,46 +£5,20
14 Mittelwert + Standardabweichung 287,9 £33,58 179,4 £ 48,86 5,46 +2,80 62,29 23,63 0+0 18,63 +5,22
15 Mittelwert £ Standardabweichung 214,56 + 22,58 123,02 + 26,03 4+3,29 42,15+ 11,76 0+0 19,36+ 2,63
16 Mittelwert £ Standardabweichung 195,9 +31,54 151,87 +17,46 3,65+ 2,60 54,14 + 13,55 0,23 +£0,58 18,83 + 3,06
17 Mittelwert £ Standardabweichung 247,33 £29,19 182,32 +31,47 2,4+2,01 67,49 + 10,07 0+0 15,2+1,44
18 Mittelwert £ Standardabweichung 280,54 + 18,94 156,97 + 32,03 5,09 + 4,38 43,12 + 8,35 0+0 20,95 + 3,85
19 Mittelwert £ Standardabweichung 337,45+ 19,83 199,56 + 17,08 4,1+3,67 81,17 + 16,59 0+0 16,47 +1,96
20 Mittelwert + Standardabweichung 357,8+37,57 210,75 £49,10 7,13 +£6,07 67,39+ 13,38 0+0 16,31+ 3,61
21 Mittelwert + Standardabweichung 301,52 £38,90 238,98 £49,55 6,16 £ 5,59 41,84 + 16,40 0+0 24,91+5,10
22 Mittelwert + Standardabweichung 282,29 36,68 171,62 + 26,24 4,12+3,94 54,45+ 8,74 0+0 21,47 £3,20
23 Mittelwert + Standardabweichung 330,67 £20,76 209,22 £23,16 2,99 +4,48 80,04 + 20,40 0+0 20,08 £ 3,15
24 Mittelwert + Standardabweichung 242,52 £22,98 130,4 £29,16 2,43+3,82 33,09 + 21,66 0+0 20,6 £5,51
25 Mittelwert + Standardabweichung 252,99 £22,48 154,49 + 25,73 9,18 +6,12 39,91+13,68 1,39£3,40 18,54 + 4,89
26 Mittelwert + Standardabweichung 318,01 £ 24,09 154,67 + 47,84 2,16 3,43 41,24 +24,13 1,28 +3,14 18,14 + 2,50
27 Mittelwert + Standardabweichung 256,25 + 32,85 99,36 + 24,02 2,66 £ 5,02 29,24 +10,48 0+0 19,6 + 3,57
28 Mittelwert + Standardabweichung 356,16 + 16,19 158,39 + 36,62 5,65 + 6,35 58,42 +27,73 0+0 15,02 + 3,52
29 Mittelwert + Standardabweichung 240,72 + 14,86 182,57 +32,17 6,6 +2,69 71,44 + 21,59 0+0 15,57 + 4,48
30 Mittelwert + Standardabweichung 236,58 + 25,54 143,38 +21,84 3,3+5,16 38,97 + 11,80 0+0 17,53 +5,39
31 Mittelwert + Standardabweichung 371,91 + 25,02 238,23 £52,50 6,59 £5,19 90,82 + 24,85 0,57 +1,41 14,77 +£3,11
32 Mittelwert + Standardabweichung 264,79 £ 14,28 257,36 £ 81,40 7,03+2,63 121,43 + 46,12 0,21+0,51 11,71+2,15
33 Mittelwert + Standardabweichung 223,59 £30,38 194,24 + 79,17 10,43 +£6,73 63,61+ 20,98 0+0 14,41+2,14
34  Mittelwert + Standardabweichung 255,84 + 26,84 179,38 +22,74 12,93 £7,60 88,83+ 18,48 0+0 14,95+ 1,95
35 Mittelwert + Standardabweichung 283,37 £33,96 232,64 £63,02 8,86+ 6,22 67,2 35,32 0+0 18,15 + 2,89
36 Mittelwert + Standardabweichung 209,23 £10,69 185,51 + 39,78 18,7 £5,40 83,94 + 27,65 0,22+0,54 9,87+3,72
37 Mittelwert + Standardabweichung 245,88 + 22,28 146,15 +37,17 13,26 +3,79 52,71+ 25,68 1,04 + 2,55 15,86 + 3,71
38 Mittelwert + Standardabweichung 328,87 £ 63,06 232,88 £35,76 14,14 £5,59 125,33 + 36,89 1+1,20 13,18 +3,94
39 Mittelwert + Standardabweichung 275,45 + 17,26 281,44 + 46,20 11,87 +6,33 86,49 + 28,27 0+0 13,13+1,96
40 Mittelwert + Standardabweichung 284,17 + 22,69 207,11 + 85,08 11,04 + 3,54 99,79 + 54,82 0+0 15,57 + 4,58
41 Mittelwert + Standardabweichung 415,79 +37,79 218,25 + 89,44 10,78 + 6,66 83,59 +31,94 0+0 21,95+7,01
42 Mittelwert + Standardabweichung 332,11 £ 28,08 233,66 £ 67,32 10,6 £2,93 84,59 + 36,53 0+0 15,66 + 2,42
43 Mittelwert + Standardabweichung 268,36 £ 28,50 179,67 + 39,91 10,94 £7,19 85,78 + 36,64 2,98 £3,99 12,19+ 5,55
44 Mittelwert + Standardabweichung 255,06 + 43,66 137,11+ 20,93 14,39 £ 13,06 70,26 + 17,81 1,86 +£2,13 11,32 +1,69
45 Mittelwert + Standardabweichung 335,14 + 38,08 398,95 + 51,90 12,57 £5,93 210,61 +51,97 0+0 11,08 £1,27
46 Mittelwert + Standardabweichung 190,95 + 15,62 149,75 + 23,99 19,38 £6,91 72,6 +27,32 2+1,70 11,31+2,17
47 Mittelwert + Standardabweichung 330,56 + 31,40 197,4 + 62,45 7,31+5,03 75,39+ 22,06 1,55+2,72 16,47 + 6,08
48 Mittelwert + Standardabweichung 269,23 £16,57 204,99 £ 61,03 18,69 + 6,04 101,55 + 47,67 1,18 £1,00 13,39+ 2,55
49  Mittelwert + Standardabweichung 282,11 £ 25,62 349,9 + 49,57 7,61+2,94 204,56 £ 35,55 1,13 +£1,06 11,52 +2,49

Tabelle 7: Deskriptive Statistik der Mikroskopie der gesamten untersuchten Plazentapopulation (n=49) mit Mittelwerten und
Standardabweichungen. Dargestellt sind Intervilldser Raum (INTRO [ml]), Volumen y-sm-Aktin-positiver Zotten (posVILLI [ml]),
Konkavitdt y-sm-Aktin-positiver Zotten (posVILLIconcavity [%]), Volumen y-sm-Aktin-positiver Kapillaren (posCAP [ml],
Konkavitat der Kapillaren in y-sm-Aktin-positiven Zotten (posCAPconcavity [%]), Diffusionsdistanz vom Trophoblastenrand bis
zum Kapillarrand in y-sm-Aktin-positiven Zotten (posDIFdistance [um]).
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Nr negVILLI [mi] nngILU negCAP ([mi] negCAPconcavity . negDIF
concavity [%] %] distance [um]
1 Mittelwert + Standardabweichung 154,17 + 66,39 14,69 +5,27 146,33 +62,63 0,38+0,93 6,61 +0,99
2 Mittelwert + Standardabweichung 97,49 £ 56,72 12,87 +7,12 92,51 +52,80 1,57 +2,45 6,52 +2,38
3 Mittelwert + Standardabweichung 130,53 + 75,80 13,28 +3,33 122,48 + 69,09 1,85+ 1,46 6,46 + 0,66
4 Mittelwert + Standardabweichung 215,07 £57,12 13,5+1,82 194,91 +51,21 1,54 +1,59 6,19 +£0,54
5 Mittelwert + Standardabweichung 369,47 £ 69,37 6,546 + 3,19 335,97 £ 69,29 3,37+1,98 5,6+0,80
6 Mittelwert + Standardabweichung 276,87 £ 34,61 2,65+1,93 260,11 + 33,60 0,29+0,71 7,16 £0,61
7 Mittelwert + Standardabweichung 307,74 £ 64,90 6,8 +2,80 272,34 £ 76,22 0,68 +0,93 8,88 + 3,29
8 Mittelwert + Standardabweichung 188,93 + 102,10 5,69 +2,87 175,95 + 94,08 1,37 +1,23 5,78 +0,90
9 Mittelwert + Standardabweichung 299,54 + 31,58 1,89+1,58 250,86 + 41,20 0,3+0,74 6,86 +0,72
10  Mittelwert + Standardabweichung 255,22 + 23,31 3,11 + 3,00 231,82 +21,47 0,88 +0,98 8,07 +£0,82
11  Mittelwert £ Standardabweichung 540,57 +51,78 2,86+ 1,56 473,98 +67,17 0,8+1,28 6,98 +0,87
12 Mittelwert + Standardabweichung 491,01 + 39,32 1,83 +£2,00 443,1+30,89 0,64 +0,86 6,08 + 0,85
13 Mittelwert + Standardabweichung 384,98 + 24,98 2,33+2,03 343,8 + 23,83 0,11+0,28 8,59 +1,36
14 Mittelwert £ Standardabweichung 312,6 +48,86 1,91+1,57 289,06 + 46,70 0,26 +0,30 7,42 +£1,27
15  Mittelwert £ Standardabweichung 292,98 + 26,03 2,57+1,61 260,09 + 25,81 0,1+0,25 8,62 +0,75
16  Mittelwert + Standardabweichung 212,13 +17,46 2,99+1,42 191,02 + 23,45 0,15+0,36 8,75+ 0,59
17  Mittelwert + Standardabweichung 327,68 £31,47 2,03+0,61 292,26 + 29,93 0,48 +0,41 6,2+0,94
18  Mittelwert + Standardabweichung 322,03 £32,03 3,86+ 1,68 281,94 + 31,93 0,25+0,43 7,25 +0,91
19  Mittelwert + Standardabweichung 395,44 + 17,08 2,3+1,72 366,93 + 22,68 0,1+0,23 6,99 + 0,99
20  Mittelwert + Standardabweichung 355,25 + 49,10 5,22 +3,95 320,98 + 49,82 1,08 +0,92 7,12+0,78
21 Mittelwert + Standardabweichung 330,02 + 49,55 1,98 + 1,05 269,77 £ 41,02 0,11+0,26 10,34 +1,28
22 Mittelwert £ Standardabweichung 317,38 £26,24 1,88+1,29 290,16 + 28,28 0,84+ 0,64 7,21+0,92
23 Mittelwert + Standardabweichung 376,78 £ 23,16 2,16 £1,23 347,76 + 16,37 0,14 +0,35 8,43 +1,26
24 Mittelwert + Standardabweichung 326,6 +29,16 2,61+1,67 294,68 £ 22,27 0,11+0,28 8,2+1,20
25  Mittelwert + Standardabweichung 278,51 + 25,73 2,59+ 1,66 245,04 + 27,62 0,88 +0,99 8,04 + 0,40
26 Mittelwert + Standardabweichung 368,33 +47,84 1,74 + 1,65 313,34 +42,76 0,23 +0,55 8,77 +1,39
27  Mittelwert + Standardabweichung 360,64 + 24,02 3,15+1,68 322,28 £20,91 0,48 +0,46 6,56 + 0,99
28  Mittelwert + Standardabweichung 433,61 + 36,62 3,15+1,47 383,42 + 26,48 0,2+0,32 6,36 + 0,45
29  Mittelwert + Standardabweichung 249,43 + 32,17 4,53 +1,70 232,33 £28,92 0,45+ 0,50 6,14 +£0,84
30 Mittelwert + Standardabweichung 285,62 +21,84 3,16 £2,70 248,92 + 25,30 0,35+0,54 7,15+1,08
31  Mittelwert + Standardabweichung 421,77 £52,50 5,26 + 3,02 386,11 + 46,46 0+0 5,5+0,56
32 Mittelwert + Standardabweichung 225,64 + 81,40 6+3,64 202,99 + 75,03 0,49+1,20 5,84 +0,63
33 Mittelwert + Standardabweichung 201,76 £ 79,17 8,24 +2,87 174,75 + 74,79 0,72+1,22 7,58 +0,91
34 Mittelwert + Standardabweichung 298,62 £ 22,74 7,21+2,92 279,96 + 20,48 0,72+1,22 6,47 +£0,64
35  Mittelwert + Standardabweichung 255,36 + 63,02 7,69 2,35 230,4 + 54,02 8+0,67 0,56 +1,07
36  Mittelwert + Standardabweichung 202,49 + 39,78 15,47 +5,72 182,31 +42,07 1,16 +1,47 7,72 +£0,85
37  Mittelwert + Standardabweichung 234,85 + 37,17 7,97 £3,71 220,31 +40,16 0,7+0,85 7,28 £0,66
38  Mittelwert + Standardabweichung 312,12 +35,76 10,2 +5,09 282,61 + 33,69 2,4+1,75 5,77 £0,75
39  Mittelwert + Standardabweichung 201,56 + 46,20 7,05 + 2,02 184,7 +39,31 0,13+0,31 6,4+0,58
40  Mittelwert + Standardabweichung 242,89 + 85,08 4,08 +4,03 225+73,18 0,64 +1,57 6,68 +0,73
41 Mittelwert + Standardabweichung 455,75 + 89,44 6,11 +1,92 407,13 +91,27 0,41+0,53 11,1+2,08
42 Mittelwert + Standardabweichung 332,34+ 67,32 6,9 +2,25 289,22 + 59,26 0,48 + 0,55 9,7+0,87
43 Mittelwert + Standardabweichung 245,33 +£39,91 8,04 +2,97 219,91 + 37,66 1,38+1,91 53+1,17
44 Mittelwert + Standardabweichung 317,89 + 20,93 7,9+3,36 277,98 £ 29,02 0,7+0,82 5,15+0,43
45  Mittelwert + Standardabweichung 168,06 + 51,90 10,84 + 2,39 157,61+ 47,28 0,82 +1,41 8,01+1,74
46  Mittelwert + Standardabweichung 177,25+ 23,99 13,74 +1,72 165,34 + 23,48 1,43+1,17 6,01 +£0,87
47  Mittelwert + Standardabweichung 306,6 + 62,45 2,22 +1,79 286,04 +£51,48 0,56 + 0,65 7,63+0,72
48  Mittelwert + Standardabweichung 238,01 +£61,03 10,69 + 3,64 216,31 + 46,61 0,7+0,84 8,52 +0,85
49  Mittelwert + Standardabweichung 114,1 + 49,57 6,6 +4,68 110,3 + 43,25 2,95+2,25 5,96 + 0,88

Tabelle 8: Deskriptive Statistik der Mikroskopie der gesamten untersuchten Plazentapopulation (n=49) mit Mittelwerten und
Standardabweichungen. Dargestellt sind Volumen y-sm-Aktin-negativer Zotten (negVILLI [ml]), Konkavitat y-sm-Aktin-negativer
Zotten (negVILLIconcavity [%]), Volumen y-sm-Aktin-negativer Kapillaren (negCAP [ml]), Konkavitat der Kapillaren in y-sm-Aktin-
negativen Zotten (negCAPconcavity [%]) sowie Diffusionsdistanz vom Trophoblastenrand bis zum Kapillarrand in y-sm-Aktin-
negativen Zotten (negDIFdistance [um]).
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3.3 Befunde der multivariaten Korrelationsanalysen

Die mit dem Programm R durchgefthrte multivariate Korrelationsanalyse wird hier zur besseren
Ubersichtlichkeit in zwei Abschnitten zusammengefasst. Zum Einen wurden die verschiedenen
klinisch-makroskopischen Parameter untereinander korreliert (Abb. 20). Zum Anderen wurden
die verschiedenen mikroskopischen Parameter untereinander korreliert. In letztere Analyse
wurde auch das Plazentagewicht als einer der wichtigsten klinisch-makroskopischen Parameter
mit einbezogen (Abb. 21).

Zur graphischen Veranschaulichung der Ergebnisse der Korrelationsanalyse wurden jeweils ein
Matrix-Scatterplot mit Regressionsgeraden sowie eine Korrelations-Heat-Map erstellt (Abb. 20
& 21). Anhand der Farbcodierung ist die Starke der Korrelation abzulesen, welche Werte von -
1 bis +1 annehmen kann, wobei -1 eine starke negative Korrelation, +1 eine starke positive
Korrelation und der Wert O das Fehlen einer Korrelation anzeigt. Korrelationen, die nach einer
Korrelation nach Spearman signifikant erschienen, wurden nach Durchflihrung eines t-Tests und
einer Korrektur des Signifikanztests nach Holm gesondert in den entsprechenden Feldern

innerhalb der Grafiken gekennzeichnet (* fir p < 0.05, ** fir p < 0.01, *** fir p < 0.001).

Die Korrelationsanalyse der makroskopischen Parameter (Abb. 20) zeigt, daR es signifikante
positive Korrelationen zwischen der Oberflache der Plazenten (OF) und ihrem kirzesten und
langsten Durchmesser (KDM bzw. LDM) gibt. Das Verhaltnis von Plazentagewicht zu
Geburtsgewicht (PG_GG_Ratio, hier als PG/GG dargestellt) korreliert signifikant positiv mit der
Dicke (DICKE) der Plazenten und dem Plazentagewicht (PG), aber es korreliert signifikant negativ
mit dem Gestationsalter (GA). GA korreliert signifikant positiv mit dem Geburtsgewicht (GG) und
GG korreliert signifikant positiv mit dem Plazentagewicht (PG). PG korreliert signifikant positiv

mit DICKE.
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Abbildung 20: Matrix-Scatterplot mit Regressionsgeraden sowie Korrelations-Heat-Map der erhobenen makroskopischen
Parameter gegeneinander zur graphischen Veranschaulichung der Ergebnisse der Korrelationsanalyse.

Abgebildet sind Gestationsalter (GA [Wochen]), Geburtsgewicht (GG [g]), Plazentagewicht (PG [g]), Verhaltnis von Plazenta- zu
Geburtsgewicht (PG/GG), langster Durchmesser der Plazenta (LDM [cm]), kiirzester Durchmesser der Plazenta (KDM [cm]),
Oberflache der Plazenta (OF [cm?]) und Dicke der Plazenta (DICKE [cm]). Die unterhalb der mittigen Diagonalen befindlichen
Felder enthalten das jeweils zugehorige Streudiagramm einer R-Analyse mit Darstellung der erhobenen Daten als schwarze
Punkte, rot hervorgehobener Regressionsgerade sowie grau hinterlegtem Konfidenzintervall. Die Starke der Korrelation nach
Spearman ist in der Gber der mittigen Diagonalen abgebildeten Heatmap farblich kodiert zwischen -1 (negative Korrelation, rot),
0 (keine Korrelation) und +1 (positive Korrelation, blau). Werte, die nach einer Korrektur nach Holm statistisch signifikant waren,
sind mit Sternen markiert, *: p <0.05, **: p <0.01, ***: p <0.001.

In der Korrelationsanalyse des Plazentagewichtes mit den mikroskopischen Parametern fallt auf,
dass eine positive Korrelation mit dem intervillésen Raum (INTRO), dem Volumen y-sm-Aktin-
positiver Zotten (posVILLI), dem Volumen y-sm-Aktin-negativer Zotten (negVILLI) sowie dem
Volumen y-sm-Aktin-negativer Kapillaren (negCAP) besteht. Die mikroskopischen Parameter

untereinander zeigen eine positive Korrelation zwischen INTRO und negVILLI sowie negCAP. Das
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Volumen y-sm-Aktin-positiver Zotten (posVILLI) korreliert stark positiv mit dem Volumen y-sm-
Aktin-positiver Kapillaren (posCAP).

DarlUber hinaus besteht eine positive Korrelation der Konkavitat y-sm-Aktin-positiver Zotten
(posVILLIconcavity) mit posCAP, mit der Konkavitat der Kapillaren in y-sm-Aktin-positiven Zotten
(posCAPconcavity), mit der Konkavitat y-sm-Aktin-negativer Zotten (negVILLIconcavity) und mit
der Konkavitat der Kapillaren in y-sm-Aktin-negativen Zotten (negCAPconcavity). Eine stark
negative Korrelation von posViLLIconcavity konnte mit der Diffusionsdistanz vom
Trophoblastenrand bis zum Kapillarrand in y-sm-Aktin-positiven Zotten (posDIFdistance), mit
negVILLI und mit negCAP nachgewiesen werden. posCAP wiederum korreliert stark negativ mit
posDIFdistance und stark positiv mit negVILLIconcavity. posCAPconcavity korreliert negativ mit
posDIFdistance, wahrend sich fur posDIFdistance positive Korrelationen mit negVILLI, negCAP
und die Diffusionsdistanz vom Trophoblastenrand bis zum Kapillarrand in y-sm-Aktin-negativen
Zotten (negDIFdistance) und weitere negative Korrelationen mit negVILLIconcavity sowie
negCAPconcavity zeigen. negVILLIconcavity korreliert stark negativ mit negVILLI sowie negCAP
und stark positiv mit negCAPconcavity. Fir negVILLIconcavity und negDIFdistance hingegen

konnte keine signifikante Korrelation nachgewiesen werden (Abb. 21).
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Abbildung 21: Matrix-Scatterplot mit Regressionsgeraden und Korrelations-Heat-Map der erhobenen mikroskopischen
Parameter und des Plazentagewichtes gegeneinander zur graphischen Veranschaulichung der Ergebnisse der
Korrelationsanalyse.

Abgebildet sind Plazentagewicht (PG [g]), Intervilléser Raum (INTRO [ml]), Volumen y-sm-Aktin-positiver Zotten (posVILLI [ml]),
Konkavitdt y-sm-Aktin-positiver Zotten (posVILLIconcavity [%]), Volumen y-sm-Aktin-positiver Kapillaren (posCAP [ml],
Konkavitat der Kapillaren in y-sm-Aktin-positiven Zotten (posCAPconcavity [%]), Diffusionsdistanz vom Trophoblastenrand bis
zum Kapillarrand in y-sm-Aktin-positiven Zotten (posDIFdistance [um]), Volumen y-sm-Aktin-negativer Zotten (negVILLI [ml]),
Konkavitdt y-sm-Aktin-negativer Zotten (negVILLIconcavity [%]), Volumen y-sm-Aktin-negativer Kapillaren (negCAP [ml]),
Konkavitat der Kapillaren in y-sm-Aktin-negativen Zotten (negCAPconcavity [%]) sowie Diffusionsdistanz vom Trophoblastenrand
bis zum Kapillarrand in y-sm-Aktin-negativen Zotten (negDIFdistance [um]). Die unterhalb der mittigen Diagonalen befindlichen
Felder enthalten das jeweils zugehorige Streudiagramm einer R-Analyse mit Darstellung der erhobenen Daten als schwarze
Punkte, rot hervorgehobener Regressionsgerade sowie grau hinterlegtem Konfidenzintervall. Die Starke der Korrelation nach
Spearman in der Gber der mittigen Diagonalen abgebildeten Heatmap ist farblich kodiert zwischen -1 (negative Korrelation, rot),
0 (keine Korrelation) und +1 (positive Korrelation, blau). Werte, die nach einer Korrektur nach Holm statistisch signifikant waren,
sind mit Sternen markiert, *: p <0.05, **: p <0.01, ***: p <0.001.
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3.4 Ergebnisse und Analyse ausgewahlter Korrelationen

3.4.1 Plazentagewicht vs. Konkavitat und Diffusionsdistanz

Die Konkavitat der Oberflache y-sm-Aktin-positiven Zotten (posVILLIconcavity in [%]) korrelierte
signifikant mit dem Plazentagewicht, wahrend sich sowohl fir die Konkavitdt der y-sm-Aktin-
negativen Zotten (negVILLIconcavity in [%]) als auch die Diffusionsdistanzen in y-sm-Aktin-
positiven (posDIFdistance in [um]) und y-sm-Aktin-negativen Zotten (negDIFdistance in [um])
keine signifikate Korrelation mit dem Plazentagewicht ergab.

Hohe Plazentagewichte traten dann auf, wenn die Konkavitat in y-sm-Aktin-positiven Zotten
gering war, wahrend fir die Konkavitat in in y-sm-Aktin-negativen Zotten ebenso wie fiir die
Lange der Diffusionsdistanzen keinen Einfluss auf das Plazentagewicht nachgewiesen werden
konnte. Als p-Werte der linearen Regressionsanalyse von Konkavitdt in y-sm-Aktin-positiven

Zotten und Plazentagewicht ergaben sich p=0.0402 und R?=0,08483 (Abb. 22).
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Abbildung 22: Plazentagewicht vs. Konkavitat und Diffusionsdistanz

Diagramm A und B: Lineare Regressionsanalysen der Konkavitat in y-sm-Aktin-positiven Zotten (negVILLIconcavity [%]), sowie in
y-sm-Aktin-negativen Zotten (negVILLIconcavity [%]) mit dem Plazentagewicht (PG [g]). Diagramm C und D: Lineare
Regressionsanalysen von Diffusionsdistanz ~ (Trophoblastenrand bis zum Kapillarrand) in y-sm-Aktin-positiven Zotten
(posDIFdistance [um]) sowie in y-sm-Aktin-negativen Zotten (negDIFdistance [um]) mit dem Plazentagewicht (PG in [g]). Die
Datenpunkte in den einzelnen Graphen entsprechen jeweils einer Plazenta, zudem sind fur Abbildung A die Regressionsgerade
(durchgezogene Linie) und das 95% Konfidenzintervall (gestrichelte Linie) dargestellt. Die p-Werte (Steigung unterschiedlich von
Null) der linearen Regressionsanalyse ergab sich fir Diagramm A zu p=0,0402, angegeben ist hier zudem der R>-Wert der linearen
Regressionsanalyse (R?>=0,08483). Fur die Diagramme B, C und D ergab sich p > 0,05 und somit keine Signifikanz (n.s.).
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3.4.2 Plazentagewicht-Geburtsgewicht-Ratio vs. Konkavitat, Diffusionsdistanz und
Intervilléser Raum

In der Korrelationsanalyse der Plazentagewicht-Geburtsgewicht-Ratio (PG-GG-Ratio) zeigten
sich signifikante Korrelationen mit dem Volumen des intervillosen Raumes (INTRO in [ml]), der
Konkavitat in y-sm-Aktin-positiven Zotten (posVILLIconcavity in [%]) sowie der Diffusionsdistanz
in y-sm-Aktin-positiven Zotten (posDIFdistance in [um]). Fir die Konkavitdt in y-sm-Aktin-
negativen Zotten (negDIFdistance in [%]) sowie die Diffusionsdistanz in y-sm-Aktin-negativen
Zotten (negDIFdistance [um]) zeigte sich keine signifikante Korrelation mit der Plazentagewicht-
Geburtsgewicht-Ratio (PG-GG-Ratio) (Abb. 23).

Die p-Werte ergaben sich fir den INTRO und die PG-GG-Ratio zu p<0,0001, fir posVILLIconcavity
und PG-GG-Ratio zu p=0,04 sowie firr posDIFdistance und PG-GG-Ratio zu p<0,03. Die R>-Werte
der linearen Regressionsanalyse betrugen fir INTRO und PG-GG-Ratio R?=0,4932, fur
posViLLIconcavity und PG-GG-Ratio R?=0,08492 sowie fur posDIFdistance und PG-GG-Ratio
R?=0,09692.
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Abbildung 23: Plazentagewicht-Geburtsgewicht-Ratio vs. Konkavitat, Diffusionsdistanz und Intervilldser Raum

Diagramm A: Lineare Regressionsanalyse des Intervillésen Raums (INTRO [ml]), mit der Plazentagewicht-Geburtsgewicht-Ratio
(PG-GG-Ratio). Diagramm B und C: Lineare Regressionsanalysen der Konkavitat in y-sm-Aktin-positiven Zotten (posVILLIconcavity
[%]) sowie in y-sm-Aktin-negativen Zotten (negVILLIconcavity [%]) mit der Plazentagewicht-Geburtsgewicht-Ratio (PG-GG-Ratio).
Diagramm D und E: Lineare Regressionsanalysen der Diffusionsdistanz in y-sm-Aktin-positiven Zotten (posDIFdistance [um])
sowie in y-sm-Aktin-negativen Zotten (negDIFdistance [um]) mit der Plazentagewicht-Geburtsgewicht-Ratio (PG-GG-Ratio). Die
Datenpunkte in den einzelnen Graphen entsprechen jeweils einer Plazenta, zudem sind fur Diagramme A, B und D die
Regressionsgerade (durchgezogene Linie) und das 95% Konfidenzintervall (gestrichelte Linie) dargestellt. Die p-Werte (Steigung
unterschiedlich von Null) der linearen Regressionsanalyse ergaben sich fir Diagramm A zu p < 0,0001, fir Diagramm B zu p=0,04
und far Diagramm D zu p < 0,03. Angegeben sind hier zudem die R>-Werte der linearen Regressionsanalyse (Diagramm A:
R?=0,4932, Diagramm B: R?=0,08492, Diagramm D R?=0,09692). Fur die Diagramme C und E ergab sich p > 0,05 und somit keine

Signifikanz (n.s.).
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3.4.3 Plazentagewicht und Plazentadicke vs. Volumina sowie Plazentadicke vs.
Konkavitat

Das Volumen y-sm-Aktin-positiver (posVILLI in [ml]) sowie y-sm-Aktin-negativer Zotten (negVILLI
in [ml]) korrelierte signifikant mit dem Plazentagewicht (PG in [g]) der untersuchten Plazenten.
Ebenso fand sich eine positive Korrelation zwischen dem Volumen y-sm-Aktin-negativer Zotten
und der Dicke der Plazenten (DICKE in [cm]), wahrend sich flr das Volumen y-sm-Aktin-positiver
Zotten mit der Plazentadicke keine signifikate Korrelation ergab.

Hohere Plazentagewichte lagen dann vor, wenn das Zottenvolumen hoch war, sowohl in y-sm-
Aktin-positiven als auch in in y-sm-Aktin-negativen Zotten. Mit zunehmendem Volumen in y-sm-
Aktin-negativen Zotten erhohte sich die Plazentadicke, wahrend das Volumen in y-sm-Aktin-
positiven Zotten keinen signifikanten Einfluss auf die Dicke der Plazenten zeigte.

In der linearen Regressionsanalyse von posVILLI und PG zeigten sich p<0,002 und R?=0,1774, fir
negVILLI und PG sind p = 0,0001 und R? = 0,4028 angegeben. Fir die Korrelation von negVILLI
und DICKE entsprechen p = 0,02 sowie R? = 0,1059.

Bei Vorliegen eines geringeren Verzweigungsindex fiel in y-sm-Aktin-positiven Zotten
(posVILLIconcavity in [%]) eine signifikante Zunahme der Plazentadicke auf, hier ergaben sich in

der linearen Korrelationsanalyse p = 0,0163 und R*> =0,1167 (Abb. 24).
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Abbildung 24: Plazentagewicht und Plazentadicke vs. Volumina sowie Plazentadicke vs. Konkavitat

Diagramm A und B: Lineare Regressionsanalysen des Volumens y-sm-Aktin-positiver Zotten (posVILLI [ml]) sowie des Volumens
y-sm-Aktin-negativen Zotten (negVILLI [ml]) mit dem Plazentagewicht (PG [g]). Diagramm C und D: Lineare Regressionsanalyse
des Volumens y-sm-Aktin-positiver Zotten (posVILLI [ml]) sowie des Volumens y-sm-Aktin-negativen Zotten (negVILLI [ml]) mit
der Plazentadicke (DICKE [cm]). Diagramm E: Lineare Regressionsanalyse der Konkavitat der Oberflachen y-sm-Aktin-positiver
Zotten (posVILLIconcavity in [%]) mit der Plazentadicke (DICKE [cm]). Die Datenpunkte in den einzelnen Graphen entsprechen
jeweils einer Plazenta, zudem sind fir die Abbildungen A, B, C und E die Regressionsgerade (durchgezogene Linie) und das 95%
Konfidenzintervall (gestrichelte Linie) dargestellt. Die p-Werte (Steigung unterschiedlich von Null) der linearen
Regressionsanalyse ergab sich fur Diagramm A zu p = 0,002, angegeben ist hier zudem der R2-Wert der linearen
Regressionsanalyse (R?=0,1774). In Diagramm B entspricht p = 0,0001 und R?=0,4028, in Diagramm D ist p = 0,02 und R? = 0,1059
angegeben, in Diagramm E ist p = 0,0163 und R? = 0,1167. Fur Diagramm C ergab sich p > 0,05 und somit keine Signifikanz (n.s.).
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3.4.4 Konkavitat und Volumina vs. y-sm-Aktin-Positivitat und Diffusionsdistanzen

Die Konkavitat der Oberflachen y-sm-Aktin-positiver Zotten (posVILLIconcavity in [%]) korrelierte
signifikant mit dem Volumen y-sm-Aktin-negativer Zotten (negVILLI [ml]), der Konkavitat der
Oberflachen y-sm-Aktin-negativer Zotten (negVILLIconcavity in [%]), dem Volumen der
Kapillaren y-sm-Aktin-negativer Zotten (negCAP [ml]), der Konkavitdt der Oberflachen der
Kapillaren y-sm-Aktin-positiver Zotten (posCAPconcavity in [%]) und den Diffusionsdistanzen in
y-sm-Aktin-positiven Zotten (posDIFdistance [um]).

Flr die Konkavitat der Oberflachen y-sm-Aktin-negativer Zotten (negVliLLIconcavity in [%]) und die
Diffusionsdistanzen in y-sm-Aktin-negativen Zotten (negDIFdistance [um]) hingegen konnte
keine signifikante Korrelation nachgewiesen werden.

In der linearen Regressionsanalyse von posVILLIconcavity und negVILLI zeigten sich p<0,0001
und R?=0,2932, fir posVILLIconcavity und negVILLIconcavity sind p = 0,0001 und R? = 0,7245
angegeben. Fir die Korrelation von posVILLIconcavity und negCAP entsprechen p = 0,0001 sowie R?
=(0,2878. Die lineare Regression zwischen posVILLIconcavity und negCAPconcavity ergaben sich p
< 0,05 sowie R? = 0,0822, fur posVILLIconcavity und posDIFdistance lagen p = 0,0001 sowie R? =
0,4672 (Abb. 25).
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Abbildung 25: Konkavitdten und Volumina von Zotten sowie villésen GefaRen in Abhangigkeit von y-sm-Aktin-Positivitat und
Diffusionsdistanzen.

Diagramm A und B: Lineare Regressionsanalysen der Konkavitat der Oberflachen y-sm-Aktin-positiver Zotten (posVILLIconcavity
in [%]) mit dem Volumen y-sm-Aktin-negativen Zotten (negVILLI [ml]) sowie der Konkavitat der Oberfldchen y-sm-Aktin-negativer
Zotten (negVILLIconcavity in [%]). Diagramm C und D: Lineare Regressionsanalyse der Konkavitat der Oberflachen y-sm-Aktin-
positiver Zotten (posVILLIconcavity in [%]) mit dem Volumen der Kapillaren y-sm-Aktin-negativer Zotten (negCAP [ml]) sowie der
Konkavitat der Oberflachen der Kapillaren y-sm-Aktin-positiver Zotten (posCAPconcavity in [%]). Diagramm E und F: Lineare
Regressionsanalyse der Konkavitdt der Oberflaichen y-sm-Aktin-positiver Zotten (posViLLIconcavity in [%]) mit den
Diffusionsdistanzen in y-sm-Aktin-negativen Zotten (negDIFdistance [um]) sowie den Diffusionsdistanzen in y-sm-Aktin-positiven
Zotten (posDIFdistance [um]).Die Datenpunkte in den einzelnen Graphen entsprechen jeweils einer Plazenta, zudem sind fir die
Abbildungen A, B, C, D und F die Regressionsgerade (durchgezogene Linie) und das 95% Konfidenzintervall (gestrichelte Linie)
dargestellt. Die p-Werte (Steigung unterschiedlich von Null) der linearen Regressionsanalyse ergab sich fir Diagramm A, B, Cund
F zu p <0,0001, far Diagramm D ist p < 0,05. Angegeben ist zudem der R>-Wert der linearen Regressionsanalyse. Fir Diagramm
A ergab sich R?=0,2932, in Diagramm B entspricht R? =0,7245, in Diagramm C ist R? = 0,2878, fuir Diagramm D ist R =0,0822 und furr
Diagramm F als R? = 0,4672 angegeben. Fiir Diagramm E ergab sich p > 0,05 und somit keine Signifikanz (n.s.).
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4 Diskussion

4.1 Referenzwerte klinischer und makroskopischer Daten

In der vorliegenden Studie wurden aus einer Stichprobe von 49 Plazenten klinisch unauffalliger
Schwangerschaften klinische und makroskopische Daten erhoben (u.a. Gestationsalter,
Geburtsgewicht, Plazentagewicht, Verhdltnis von Plazenta- zu Geburtsgewicht und
Plazentadicke), fur die bereits Referenzwerte in der Literatur vorliegen [22, 73, 89].

Die erhobenen Daten passen zu diesen bekannten Daten und bestatigen, dass die hier
untersuchte Population von Plazenten bezlglich der klinischen und makroskopischen Parameter
unkomplizierten Schwangerschaften entspricht. Auf der Basis dessen kann davon ausgegangen
werden, dass auch die Ubrigen erhobenen Daten im Bereich der normalen statistischen
Schwankungen den Werten von Plazenten aus unkomplizierten Schwangerschaften

entsprechen.

4.2 Methodische Besonderheiten der vorliegenden Studie

4.2.1 Immunhistochemische Zottenklassifizierung

Im Rahmen dieser Arbeit werden grundsatzlich zwei Typen von plazentaren Zotten
unterschieden - Zotten mit perivaskularen Myofibroblasten (posVILLI) und Zotten ohne
Myofibroblasten (negVILLI). Die Myofibroblasten sind der Zelltyp, der konstitutiv fur die
perivaskulare kontraktile Manschette (PKM) in Zotten der menschlichen Plazenta ist [33, 34, 62,
90-93]. Der Nachweis dieses Zelltyps ist daher gleichbedeutend mit dem Nachweis der
perivaskularen kontraktilen Manschette im Zottenstroma.

Die Unterscheidung der beiden Zottentypen im histologischen Dinnschicht-Praparat wird dabei
durch eine immunhistochemische Markierung mit Antikdrpern gegen das Protein y-sm-Aktin (y-
smooth-muscle-Aktin) der Myofibroblasten ermoglicht. Periphere Zottenanteile enthalten
weder eine perivaskuldare Manschette noch Myofibroblasten, sie erscheinen unter der
genannten Farbung als y-sm-Aktin-negativ.

Wahrend die Funktion des perivaskuldren Kontraktionsapparates weiter diskutiert wird, scheint
es bereits eindeutig, dass die dem Gewebe obliegenden Eigenschaften fur die Verwendung einer
nicht mehr stromalen, sondern funktionalen Einteilung der plazentaren Villi sprechen. Die
Herangehensweise der immunhistochemischen Determinierung zentraler und peripherer

Zottenanteile ist fir den Untersucher einfacher umsetzbar und birgt mehrere Vorteile. Einerseits
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kann eine Uberwiegend untersucherunabhdngige und somit objektive Datengewinnung
gewahrleistet werden, andererseits werden Zottenabschnitte, welche eine perivaskulare y-sm-
Aktin-Reaktivitdat aufweisen, ungeachtet ihres Kalibers, als funktionale Fraktion
zusammengefasst. Daher eignet sich die Methode zur sicheren Identifizierung zentraler
Zottenstrukturen [40, 41].

Das neuerliche Konzept histologischer Grundlagenforschung am humanen Plazentapradparat,
welches sich auf immunhistochemische Nachweise stitzt, weicht von der klassischen
histologischen Nomenklatur ab, wie sie in den 80er Jahren des vergangenen Jahrhunderts von
Kaufmann und Sen etabliert und seither vielfach angewandt wurde [23, 24].

In der reifen Plazenta unterscheidet diese rein histologische Klassifizierung zwischen
Terminalzotten, reifen Intermedidrzotten und Stammzotten; hinzu kommen noch die selten
anzutreffenden mesenchymalen Zotten. Letztere Klassifikation von Zottenanschnitten stiitzt sich
auf komplexe stromale und angioarchitektonische Merkmale, die der jeweilige Untersucher
unter Anwendung konventioneller Anfarbungen wie beispielsweise der Hamatoxylin-Eosin-
Farbung (HE-Farbung) und anhand des Zottendurchmessers sowie der zelluldren
Stromazusammensetzung beurteilen muss. Eine eindeutige Zuordnung der Strukturen ist oft
schwer oder gar nicht nicht mdglich, auch weil Zotten mit einem Durchmesser von unter 60um
klassischerweise als Intermedidr- bzw. Terminalzotte eingeordnet werden, Zotten mit einem
Durchmesser von mehr als 50um als Stammzotte, so dass eine Uberschneidung der beiden
Abgrenzungen von 10um verbleibt [8, 23, 35, 39, 61, 94, 95].

In einer Validierungsstudie zur Klassifizierung des plazentaren Zottenbaumes wurde
nachgewiesen, dass die vermuteten subjektiven Abhangigkeiten der Ergebnisse einer rein
histologischen Zottenklassifizierung vom klassifizierenden Untersucher tatsdchlich auch
gegeben waren und diese Vorgehensweisen nicht den wissenschaftlichen Anspriichen an ein
objektives und untersucherunabhangiges Studiendesign gentigen [39].

Die Unterscheidung in terminale und intermedidre Zotten aufgrund von Zottenanschnitten
entsprach nur sehr ungenau der tatsachlichen Position der Zottenanschnitte im Zottenbaum. Fir
quantitative Untersuchungen der Morphologie der Plazenta wurde davon abgeraten, die bis
dato vorherrschenden rein histologischen Konzepte der Zottenklassifikation weiter einzusetzen,
da sie selbst bei versierten und erfahrenen Untersuchern aufgrund der groRen Streuung nicht

flr quantitative Analysen geeignet seien. Stattdessen wurde die immunhistochemische
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unterstltzte Vorgehensweise als Alternative empfohlen, welche im Rahmen der vorliegenden
Arbeit weiter methodisch etabliert werden konnte [39].

Um die hier erarbeiteten Ergebnisse in Anbetracht existierender Publikationen verstandlicher
diskutieren zu konnen, wird der Terminus der zentralen ,y-sm-Aktin-positiver Zotte”
voribergehend im Rahmen der Diskussion mit der konventionellen stromalen Klassifizierung der
Stammzotte, wahrend die Intermediar- und Terminalzotten entsprechend unter dem Begriff ,y-
sm-Aktin-negativen” Zotten subsummiert werden. Die y-sm-Aktin-positiven Zotten umfassen
allerdings einen kleinen Anteil kleinkalibriger Zotten, die in der klassischen Nomenklatur auch
als Intermediar- oder Terminalzotten klassifiziert worden waren. Dieser Aspekt sollte bei der

folgenden Diskussion stets im Hintergrund mit beachtet werden.

4.2.2 Stereologische Abschatzung der Verzweigungsintensitat

Eine wesentliche Problematik zweidimensionaler Schnittanalytik, wie sie in der Histologie
Ublicherweise durchgefiihrt wird, liegt darin, dass dreidimensionale Strukturen im histologischen
Schnitt nur als zweidimensional reduzierte Artefakte erscheinen. Bei der Untersuchung des
plazentaren Zottenbaumes fallen insbesondere die Verzweigungspunkte der Zottenbdaume in
diesen mikroskopisch unerreichbaren Untersuchungsbereich: sie sind oft nicht eindeutig
angeschnitten oder liegen ganzlich oberhalb oder unterhalb der Schnittebene. Es ist darum
auffallend, dass es eine histologische Nomenklatur der Zotten selbst gibt, aber keine der
zugehorigen Verzweigungspunkte [23, 24].

Auch die Stereologie leidet grundsatzlich unter diesem Problem - allerdings ist es nicht so, dass
Verzweigungspunkte in den Anschnitten unsichtbar sind. Zotten weisen als runde und wenig
gekrimmte Struktur im histologischen Anschnitt meist gerade (Langsschnitt) oder aber nach
aussen gekrimmte (konvexe) Oberflachen auf. Nach innen gekrimmte (konkave) Oberflachen
in Zottenanschnitten treten lediglich dann auf, wenn die Schnittfliche durch einen
dreidimensionalen Verzweigungspunkt fihrt (s. dazu auch Kapitel 1.4, Abbildung 7). Der in der
vorliegenden Arbeit bestimmte Konkavitdtsindex der Zottenoberflachen ist daher ein indirektes
Mal fur die rdumliche Dichte von Verzweigungspunkten im Plazentagewebe und kann daher
auch als Verzweigungsindex oder Branching-Index bezeichnet werden [80]. Als Messgrofie
beschreibt er die raumlichen Dichte von Verzweigungspunkten und deutet — je hoher er ausfallt

—auf eine ausgepragtere Verzweigung des untersuchten Zottenbaumes hin.
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Diese Methodik zur Entschllsselung der villosen Verzweigungsstruktur im plazentaren
Zottenbaum der humanen Plazenta wurde erstmalig als Pilotstudie auf der IFPA (International
Federation of Placenta Associations Meeting) 2017 vorgestellt und hat sich zwischenzeitlich
bereits bei der Analyse von Veranderungen im Zottenbaum bei Schwangerschaften mit

intrauteriner Wachstumsretardierung bewahrt [44].

4.3 Korrelationsmuster zwischen den Parametern

Um die Wechselwirkungen zwischen den verschiedenen makroskopischen und mikroskopischen
Parametern zu beurteilen, wurden multivariate Korrelationsanalysen durchgefiihrt. Dabei
wurden fir die klinischen und makroskopischen Parameter bereits bekannte Korrelationen bei
klinisch unauffalligen Schwangerschaften bestatigt [22, 67].

Insbesondere die Messung der Diffusionsdistanzen an der Zottenoberflache und die Erfassung
der Parameter zur Konkavitat der Zottenoberflachen (Verzweigungsindices) gehen aber Uber die
bisher publizierten Daten hinaus und waren bisher nicht bekannt (siehe dazu Kapitel 4.5.1 sowie

4.5.2).

4.4 Die perivaskulare kontraktile Manschette und ihre funktionelle
Bedeutung

Mit der zuvor beschriebenen immunhistochemischen Klassifizierung des Zottenbaumes werden
Zottenanschnitte nach Gegenwart oder Abwesenheit der Myofibroblasten in der perivaskuldren
kontraktilen Manschette (PKM) klassifiziert. Diese Klassifikation hat méglicherweise funktionelle
Bezlige, denn mit ihr konnte bereits gezeigt werden, dass der Teil des Zottenbaumes mit PKM
derjenige ist, der bei Plazenten mit IUGR spezifische Defizite aufweist. Die Gewichtsrestriktion
solcher Plazenten ist im Wesentlichen auf das Fehlen y-sm-Aktin-positiver Zotten mit PKM
zurlckzufihren [80]. Damit ist die in der vorliegenden Studie verwandte immunhistochemische
Unterteilung nicht nur flir quantitative Studien geeignet, sondern ist auch in der Lage, Stérungen
der Zottenreifung bei geburtshilflichen Krankheitsbildern wie der IUGR zu erfassen.

Damit riickt aber auch die Frage in den Blick, welche funktionelle Bedeutung die PKM hat.
Zunachst handelt es sich bei der PKM um eine Ansammlung von Myofibroblasten ausserhalb der
Media der feto-plazentaren Gefille [33, 34, 62, 90-92, 96]. |hre Anordnung und
Kontraktionsachse ist nicht stochastisch orientiert, sondern langs der GefalR-Hauptachse und

damit parallel zur Blutstromung ausgerichtet. In der vaskuldaren Tunica media der GefalRe jedoch
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sind die glatten Muskelzellen zirkuldr und damit senkrecht zum Blutstrom ausgerichtet. Die PKM
kann in grolRkalibrigen Stammzotten mehrere Lagen dick sein und dinnt sich nach peripher im
Zottenbaum hin immer mehr aus, bis schliesslich nur noch einzelne perivaskuldre
Myofibroblasten ausserhalb der sonst kapillaren GefdRe erkennbar sind.

Diese Beschreibung der Morphologie verdeutlicht, dass die kontraktilen Zellen der PKM bei
isometrischer Kontraktion die Wandspannung um die Gefalle herum erhdhen bzw. grundsatzlich
modifizieren kdnnen. Die Wandspannung ist ein Faktor, der diese fetoplazentaren Gefalle vor
moglichen Druckschwankungen im maternalen Kreislauf — dem intervillésen Raum — bewahren
kann. Wenn die Wandspannung mindestens dem Druck im intervilldsen Raum gleicht, kann aus
dem intervilldsen Raum keine komprimierende Kraft mehr freigesetzt werden und das Lumen
verengen. Damit dndert sich der Durchmesser der innerhalb der PKM liegenden GefédfRe nicht
zwangslaufig mit dem intervillésen Druck und ist von diesem unabhangig. Indirekt kann die PKM
damit aufgrund ihrer prakapillaren Lokalisierung die Wandspannung des Gefalles modulieren
und so Einfluss auf den fetoplazentaren GefaBwiderstand nehmen, damit der Widerstand in der
fetoplazentaren Zirkulation ganz unter der Kontrolle fetaler Gefalie bleibt [13, 28, 33, 34, 40].
Im Falle einer isotonischen Kontraktion — wenn es also zur Verklrzung ganzer Zotten in der
Langsachse kommt — kommt ein weiterer Faktor hinzu. Diese Anderungen machen die
Spaltrdaume zwischen den Zotten enger und erh6hen damit potenziell den Widerstand im
materno-fetalen Kreislauf. Bis hierher sind diese funktionellen Betrachtungen aus der
anatomischen Position der PKM abgeleitet. Ob diese Faktoren aber tatsachlich — und wenn ja,
ob alle von ihnen — zur Physiologie der Plazenta beitragen, ist unklar [28, 33, 34, 40].

Die funktionelle Bestimmung der y-sm-Aktin-negativen Zotten, welche eine ausgepragte
Kapillarisierung und eine im Vergleich zu den y-sm-Aktin-positiven Zotten verhaltnismaRig
geringe Diffusionsdistanz vom Trophoblastenrand bis zum Gefadl8 aufweisen, ist im materno-
fetalen Stoffaustausch zu verorten [35, 64].

Die in der vorliegenden Studie verwandte immunhistochemische Systematik der
Zottenuntergliederung minimiert also nicht nur den Interpretationsspielraum (und damit die
mogliche Streuung der Messwerte) der mikroskopischen Untersucher; vielmehr zielt sie auch
auf eine besondere und mindestens fur die IUGR bereits funktionell relevante Substruktur des
Zottenbaumes ab. Damit I4sst sich nicht nur eine technisch-methodische Uberlegenheit der

immunhistochemischen Herangehensweise dieser Studie zeigen, sondern auch ein besserer
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funktionaler Bezug zur Effizienz des Zottenbaums etablieren, als dies bei der klassischen
histologischen Zottenklassfikation moglich ist.

Aufgrund dessen ware es wlnschenswert, zuklnftig die im Rahmen dieser Arbeit gewonnen
Daten aus klinisch unauffalligen Schwangerschaften den Daten vergleichbarer Untersuchungen
an pathologischen Plazenten (beispielsweise kombiniert mit einer intrauterinen
Wachstumsretardierung des Fetus), gegeniberstellen zu kénnen, um so weitreichendere
Erkenntnisse Uber die Zusammenhange von morphologischer Pathologie, Funktionsstérungen

der Plazenta und perinatalen Erkrankungen gewinnen zu kdnnen.

4.5 Spezielle mikroskopische Daten der vorliegenden Studie

4.5.1 Konkavitaten (Verzweigungsindex)

Der unter Kapitel 4.2.2 bereits erlauterte Verzweigungsindex kann als Parameter zur
Einschatzung der Verzweigung ganzer Zottenbdume dienen, was sich durch die nachgewiesene
signifikante Korrelation zwischen den Konkavitatsindices y-sm-Aktin-positiver und y-sm-Aktin-
negativer Strukturen erklart.

Der Zusammenhang zwischen zentralem und peripherem Verzweigungsgrad konnte darauf
hindeuten, dass die Verzweigungsmuster in einer physiologischen Schwangerschaft durchweg
konstant gehalten werden, steht aber der Annahme, die branching-Angiogenese setze erst ab
der 20. SSW ein, gegeniber [30, 35]. Ebenso ware im Hinblick auf eine insbesondere in den
periphereren Zottenanteilen stattfindende branching-Angiogenese zu erwarten gewesen, dass
die Konkavitat in den y-sm-Aktin-negativen Zottenanteilen hoher ausfallt als in den zentralen

Anteil, das Gegenteil ist aber der Fall.

4.5.2 Diffusionsdistanz

Die Gegenlberstellung der gemessenen absoluten Diffusionsdistanzen von Trophoblastenrand
bis zur villdsen Kapillare, zeigte in y-sm-Aktin-positivem Gewebe deutlich langere Distanzen als
im y-sm-Aktin-negativen Gewebe. Das Uberrascht nicht und untermauert die These, dass diese
Zottentypen nicht nur immunhistochemisch, sondern auch funktional unterschiedliche
Subtypen sind und der feto-maternale Stoffaustausch sich Uberwiegend in den y-sm-Aktin-

negativen Arealen abspielt.



77

DarUber hinaus fiel der relative Anteil des Volumens y-sm-Aktin-positiver Zotten am gesamten

Volumen deutlich héher aus, als vorausgegangene Publikationen erwarten lielRen [66, 67].

4.6 Ausgewahlte Korrelationen klinisch-makroskopischer Daten mit
mikroskopischen Parametern

In der klinisch-gynakologischen Beurteilung einer Schwangerschaft kénnen sowohl das
Plazentagewicht als auch das Gewicht des Fetus als etablierte Prognosefaktoren fir das
Auftreten von perinatalen Erkrankungen angesehen werden. Insbesondere fetoplazentare
Diskordanzen kénnen mit Entwicklungsstérungen assoziiert sein [97]. Die Korrelationen des
Geburtsgewichts und des Plazentagewichtes als auch der Plazentadicke mit verschiedenen
mikroskopischen Parametern werden hier in linearen Korrelationsanalysen genauer

dokumentiert.

4.6.1 Korrelationen von Plazentagewicht und Plazentadicke

46.1.1 Korrelation mit Konkavitat und Diffusionsdistanz

Hohe Plazentagewichte traten dann auf, wenn die Konkavitdt in y-sm-Aktin-positiven Zotten
gering war (Abb. 22). Gleichzeitig konnte eine Erhohung der Plazentadicke ermittelt werden
(Abb. 24) wahrend fir die Konkavitat in in y-sm-Aktin-negativen Zotten ebenso wie fur die
Diffusionsdistanzen kein Zusammenhang mit dem Plazentagewicht und der Plazentadicke
nachgewiesen werden konnte (Abb. 22).

Die simultan vorliegende Erhohung von Plazentagewicht und Plazentadicke wurde in der
Literatur bereits mehrfach erwahnt [38, 64]. In besonderer Weise wird hier unterstrichen, dass
der hier bestimmte Parameter der Konkavitat negativ mit diesen beiden Werten korreliert.
Wenn der Verzweigungsindex y-sm-Aktin-positiver Zotten kleiner wird und gleichzeitig die
Plazentadicke zunimmt, so liegt nahe, dass die y-sm-Aktin-positiven Zotten langere Intervalle
zwischen ihren Verzweigungspunkten aufweisen. In der vorliegenden Studie wurde derartigen
Veranderungen kein Krankheitswert beigemessen. Sie lassen aber vermuten, dass schon die
normale Zottenreifung gewichtsrelevante Schwankungen bei der Verzweigungsstruktur und der
Lange der internodalen Segmente der y-sm-Aktin-positiven Elemente des Zottenbaums
aufweisen kann. DarUlber hinaus wird klar, dass die y-sm-Aktin-positiven Zotten tatsachlich eine
gewichtsrelevante Untereinheit des Zottenbaums darstellen. Eine geringere Konkavitat y-sm-

Aktin-positiver Zotten fUhrt zu schwereren Plazenten — wahrend sich die Diffusionsdistanzen
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nicht andern. Dieser Gewichtsbezug wurde grundsatzlich bereits beschrieben und bekraftigt sich
hier erneut [67, 80]. Auch in der vorliegenden Studie konnte bestatigt werden, dass die y-sm-
Aktin-negativen Anteile des Zottenbaum keinen entsprechenden starken Einfluss auf das
Plazentagewicht haben, wie er hier fir die y-sm-Aktin-positiven Anteile beschrieben wurde.

Es ist bekannt, dass besonders starke Gewichtsdefizite von Plazenten mit einer starken
Reduktion der y-sm-Aktin-positiven Zottenbestandteile einhergehen. Im Falle der IUGR ist auch
bekannt, dass dies mit fetoplazentaren Perfusionsstérungen vergesellschaftet ist, die sich als
absent or reversed diastolic flow im umbilikalen Doppler bemerkbar machen [98-101]. Es ist also
durchaus denkbar, dass Zusammenhange nicht nur mit dem Gewicht von Plazenten bei der
Geburt bestehen, sondern auch der Intensitdt der fetoplazentaren Perfusion der Plazenten
geschuldet sind. Fir letzteres allerdings liefert die vorliegende Studie —ohne Dopplerdaten —nur
Indizien, keine Nachweise. Trotzdem wird deutlich, dass die Frage nach der Rolle der y-sm-Aktin-
positiven Bestandteile des Zottenbaums fir die fetoplazentare Perfusion vertieft in
weitergehenden Studien wird analysiert werden mussen.

Bei der Analyse der transtrophoblastaren (feto-maternalen) Diffusionsdistanzen zeigte sich
zwar, dass diese Distanzen in y-sm-Aktin-positiven Zottenbestandteilen langer waren als in y-sm-
Aktin-negativen Zottenbestandteilen, allerdings konnte kein Zusammenhang mit dem
Plazentagewicht beobachtet werden. Die klrzeren Diffusionsdistanzen sind damit auf den
Bereich des Zottenabums in der Peripherie des Baums konzentriert, in dem der maternofetale
Stoffaustausch hauptsachlich stattfindet. Das ist physiologisch sicher sinnvoll und ist auch ein

Indiz far die Validitat der erhobenen Daten.

46.1.2 Korrelationen mit Zottenvolumina
Die vorliegende Studie zeigt klare Korrelationen zwischen dem Plazentagewicht und dem
Volumen sowohl der y-sm-Aktin-negativen als auch der y-sm-Aktin-positiven
Zottenbestandteile. Fir die y-sm-Aktin-negativen Zottenbestandteile ist dies auch fir die Dicke
der Plazenta der Fall; die Werte variieren hier parallel zum Plazentagewicht. Mit den Daten zum
Plazentagewicht und seiner Korrelation mit beiden Zottenbestandteilen werden bereits
vorliegende Daten aus der Literatur untermauert [67]. Allerdings wurde in der Arbeit von
Buehlmeyer et al. eine Korrelation der Plazentadicke mit dem Volumen der y-sm-Aktin-positiven
Zottenbestandteile beschrieben, nicht aber mit den y-sm-Aktin-negativen Zottenbestandteilen,

da keine statistische Signifikanz erreicht wurde. Die Studie von Buehlmeyer et al. hatte eine
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dhnliche statistische Power (50 Plazenten) wie die vorliegende Arbeit, mit der klassischen
Cavalieri-Methode allerdings einen primar auf die Volumenbestimmung ausgerichteten Ansatz.
Die durch die Bestimmung von Diffusionsdistanzen und Verzweigungsindices erhodhte
Komplexitat der Messmethodik der vorliegenden Studie spricht dafiir, dass hier die Studie von
Bihimeyer et al. Uber die stdrkere Aussagekraft verfigen konnte. Allerdings kann dieser
Unterschied zur vorliegenden Studie an dieser Stelle nicht abschliessend geklart werden. Auch
dazu missten weitere Untersuchungen — ggf. auch mit hdheren Fallzahlen — durchgefihrt

werden.

4.6.2 Plazentaquotient vs. Konkavitat, Diffusionsdistanz und Intervilléser Raum
Der fetoplazentare Quotient (PG_GG_Ratio) spiegelt das Verhaltnis von Plazentagewicht zum
Geburtsgewicht des Fetus wieder. Wahrend ein erhdhter Plazentaquotient bei normgewichtiger
Plazenta auf eine fetale Wachstumsrestriktion (beispielweise ausgeldst durch eine gestorte
Entwicklung der Zotten bei fetalem Alkoholsyndrom oder Nikotinabusus) hindeutet, kann ein
erniedrigter Plazentaquotient entweder in Richtung eines Plazentaminderwuchses oder einer
Makrosomie des Fetus weisen [97].
Ein normwertiger Plazentaquotient hingegen schlielit das Vorliegen schwerwiegender
Wachstums- und Reifestdérungen der Plazenta und des Fetus nicht aus, wird aber dennoch als
KenngrdlRe zur Einschatzung Plazentaeffizienz empfohlen [102].
Dain den Quotienten (PG_GG_Ratio) das Plazentagewicht mit eingeht, ist es zunachst nicht sehr
Uberraschend, dass der Verzweigungsindex der y-sm-Aktin-positiven Zottenbestandteile ebenso
wie das PG auch negativ mit der PG_GG_Ratio korreliert. In diesem Zusammenhang Uberrascht
aber, dass die Diffusionsdistanzen der y-sm-Aktin-positiven Zottenbestandteile positiv mit der
PG_GG_Ratio korrelieren. Weniger Verzweigung und verkirzte Diffusionsdistanzen in den y-sm-
Aktin-positiven Zotten haben dementsprechend gegenlaufige Korrelation mit der PG_GG_Ratio:
e FEin niedrigerer Verzweigungsindex in y-sm-Aktin-positiven Zotten korreliert mit einer
erhohten PG_GG_Ratio
e FEine grolere Diffusionsdistanz in y-sm-Aktin-positiven Zotten korreliert mit einer
erhohten PG_GG_Ratio
Nicht nur ein geringer Branching-Index, sondern auch verldngerte Diffusionsdistanzen treten
also gehauft in Schwangerschaften mit héheren Plazentaquotienten auf. Hohere PG_GG_Ratio-

Werte hingegen werden mit einer weniger effizienten Plazenta in Verbindung gebracht [102].
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Die naheliegenden Interpretationen verdeutlichen, dass eine starkere Verzweigung des
Zottenbaumes zu einer hdoheren Effizienz des plazentaren Austauschsystems flhrt; ebenso trifft
dies fur eine kurzere Diffusionsdistanz an der Zottenoberflache zu.

Hier gilt es allerdings noch weitere Aspekte zu untersuchen, denn die y-sm-Aktin-negativen
Zottenbestandteile mit ihrem Verzweigungsindex und den Diffusionsdistanzen korrelieren nicht
mit der PG_GG_Ratio. Die y-sm-Aktin-negativen Zottenbestandteile sind aber die im
Wesentlichen fir den Stoffaustausch verantwortlichen Zottenabschnitte. Diese Fragestellung
kann anhand der Daten der vorliegenden Studie nicht abschlieRend geklart oder beantwortet
werden. Hierfir werden weitere, spezifisch auf dieses Problem fokussierte
Nachfolgeuntersuchungen durchgefihrt werden miussen, welche womdglich auch
grundlegende Rickschlisse auf den Zusammenhang dieser strukturellen Verdnderungen mit
perinatalen Pathologien (Wachstumsretardierung, Praeklampsie oder Diabetes mellitus)

zulassen werden.

4.6.3 Interpretation von Verzweigungsanalysen und Diffusionsdistanzen des
plazentaren Zottenbaumes

Dieser Abschnitt widmet sich dem hier neu eingefiihrten Verzweigungsindex der y-sm-Aktin-
positiven Bestandteile des Zottenbaumes. Dieser zeigt in der linearen Korrelationsanalyse mit
mehreren der untersuchten mikroskopischen Parametern Korrelationen, die von null signifikant
verschieden sind.

Zunachst ist ist hier das Volumen der y-sm-Aktin-negativen Zottenbestandteile zu nennen, das
negativ mit dem Verzweigungsindex der y-sm-Aktin-positiven Zottenbestandteile korreliert. Je
weniger stark verzweigt die y-sm-Aktin-positiven Zotten sind, desto weniger Volumen findet sich
in den y-sm-Aktin-negativen Zotten. Auf den ersten Blick erscheint dieser Zusammenhang anti-
intuitiv; allerdings klart sich die Problematik rasch, wenn prazisiert wird, dass der
Verzweigungsindex der beiden Zottenkompartimente offensichtlich eng miteinander verknUpft
ist. Dort, wo weniger y-sm-Aktin-positiven Verzweigungen existieren, da sind auch die
anschliessenden y-sm-Aktin-negativen Zotten weniger verzweigt. Der hervorzuhebende zentrale
Befund ist hier, dass die Verzweigungsindices der beiden Zottenbdume eng miteinander
verbunden sind, was auf eine individuelle Plazenta-spezifische und die ganze Plazenta

durchziehende Intensitat der Verzweigung hinweist. Welche Voraussetzungen zu dieser engen
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VerknlUpfung flUhren, kann aus den Daten der vorliegenden Studie alleine nicht abgeleitet
werden. Aber es |aRt sich feststellen, dass die Zottenverzweigung durch die Schwangerschaft
hindurch zu konstanten Verzweigungsdichten fihrt, wahrend viele der y-sm-Aktin-positiven
Zotten zeitlich vor den y-sm-Aktin-negativen Zotten entstehen [80]. Wenn die
Verzweigungsdichten dieser beiden Abschnitte so strikt miteinander verbunden sind, wie es
diese Studie aufzeigen kann, dann muissen die flr die Verzweigungdichte der Zotten
wesentlichen Faktoren Uber lange Phasen der Schwangerschaft hinweg in der Plazenta gleich
bleibend sein.

Ein Faktor, der dem eine wesentliche und unmittelbare Rolle flir die Verzweigung der Zotten
zugesprochen wird, ist die Angiogenese der fetoplazentaren GefaRe [30, 103, 104]. Tatsachlich
zeigen die Daten der vorliegenden Studie auch, dass eine abnehmende Verzweigungsdichte der
Gefalle mit einer abnehmenden Verzweigungsdichte der Zotten einhergeht. Dies unterstitzt die
Annahme einer Verbindung zwischen Angiogenese und Zottenverzweigung, kann aber im
Rahmen der Studie zur EntschlUsselung der zugrunde liegenden Mechanismen nicht direkt etwas
beitragen. Der so bestdtigte Zusammenhang zwischen Gefallverzweigung und
Zottenverzweigung ist aber wiederum als ein Plausibilitdtsmerkmal der Daten der vorliegenden
Studie zu sehen.

Eine weitere Korrelation stellt die negative Korrelation der Verzweigungsdichte der y-sm-Aktin-
positiven Zotten mit der Diffusionsdistanz an der Oberfliche der Zotten dar. Die
Diffusionsdistanz wird kleiner je weniger verzweigt die Zotten sind. An dieser Stelle ist auch ein
methodischer Zusammenhang zwischen diesen beiden Parametern nicht auszuschliessen. An
den Verzweigungsstellen des Zottenbaums liegen die Gefalle nicht in allen Bereichen optimal
wandnah. Damit steigt an Verzweigungsstellen die Wahrscheinlichkeit, langere Distanzen
zwischen  Trophoblastoberfliche und  GefdRinnenseite zu messen. Wenn die
Verzweigungsdichte insgesamt steigt, steigt darum potenziell auch der Mittelwert fir die
Diffusionsdistanz tendenziell an. Ob der beschriebene Zusammenhang ein primar methodischer
ist oder ob es sich tatsachlich um eine Veranderung der Schichtdicke handelt, kann allerdings

nur durch weiterfiihrende Studien geklart werden.
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